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I JOHDANTO 
 
Lääkeproteiinit ovat kasvava kiinnostuksen kohde lääketeollisuudessa (Richert 2008). 
Tutkimustyö ja tuotekehitys tuottavat lisää tietoa, paitsi proteiinien kemiallisista ja 
fysikaalisista ominaisuuksista, myös sairauksien syntymekanismeista sekä 
ihmiselimistön perusfysiologiasta. Lääkeproteiinien formulointi ja valmistaminen on 
haasteellista johtuen proteiinien pienempiä molekyylejä alhaisemmasta prosessointi- ja 
säilyvyyskestävyydestä. Myös käytettävien apuaineiden ominaisuudet ja 
käyttäytyminen eri olosuhteissa tulee tarkoin tuntea. Tämän vaiheen huolellinen 
läpikäyminen säästää kustannuksia sekä aikaa valmistusvaiheessa, yrityksen ja 
erehdyksen kautta toimiminen kuluttaa aikaa ja resursseja huomattavasti enemmän.  
 
Sekä puhdistusvaiheen että varsinaisen kylmäkuivausprosessin aikana lääkeproteiini 
altistuu monille mekaanisille, kemiallisille sekä fysikaalisille stressitekijöille (Wang 
1998). Nämä vaikuttavat proteiinin sekä lyhyt- että pitkäaikaiseen stabiiliuteen ja täten 
myös sen biologiseen aktiivisuuteen. Prosessointiolosuhteet tulee tarkoin optimoida.   
Lääkeproteiinin kestävyyttä puhdistusvaiheessa voidaan parantaa optimoimalla 
suodatusliuoksen koostumusta erilaisten apuaineiden avulla, samoin proteiinin 
kylmäkuivauskestävyyttä voidaan parantaa huolellisella formuloinnilla. 
 
Lääkeproteiinit eroavat toisistaan rakenteellisesti, myös niiden fysikaalinen 
käyttäytyminen eri valmistusolosuhteissa on vaikea ennustaa. Tämän takia on tärkeää 
saada lisää tietoa siitä kuinka eri puhdistus- ja valmistusolosuhteet vaikuttavat niiden 
kolmiulotteiseen rakenteeseen sekä biologiseen aktiivisuuteen. Tämän erikoistyön 
tarkoitus on optimoida yhden lääkeproteiinin, immunoglobuliinin, puhdistus- ja 
valmistusprosessia. Optimoinnin aikana myös tietämys immunoglobuliinin 
käyttäytymisestä eri olosuhteissa lisääntyy ja antaa arvokasta tietoa jatkotutkimuksia 
varten. 
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II KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
1. LÄÄKEPROTEIINIT LÄÄKETUTKIMUKSESSA 
 
Proteiinirankaiset lääkeaineet ovat olleet pitkään kiinnostuksen kohde 
lääketeollisuudelle. Kuitenkin vasta 2000-luvulla formulointiteknologian ja 
rekombinantti-DNA-teknologian kehitys ovat lisänneet lääkeproteiinien ominaisuuksien 
tutkimusta ja tuotekehitystä (Reichert 2008). Samoin injektiot hoitomuotona ovat 
saaneet yhä paremman hyväksynnän niitä käyttävien potilasryhmien keskuudessa, tämä 
on osaltaan lisännyt lääketehtaiden kiinnostusta lääkeproteiineja kohtaan.  
 
Lääkeproteiinien käytöstä on saatu lupaavia tuloksia useiden eri sairauksien hoidossa 
(Reichert 2008). Reichertin johtama tutkimusryhmä keräsi 419 tällä hetkellä kliinisessä 
tutkimuksessa olevan lääkeproteiinin tiedot ja analysoinnin jälkeen koosti niistä 
raportin, joka kertoo tilanteesta vuonna 2008. Tämä näkyy käytännössä kuvassa 1, joka 
esittää myös kliiniseen tutkimusvaiheeseen päässeiden lääkeproteiinien määrän 
vuosittain eri terapiaryhmissä. Suurin prosentuaalinen lisäys on tapahtunut metabolisten 
aineenvaihduntasairauksien ja syöpätautien (onkologia) kohdalla, tämä kertoo yhä 
lisääntyvästä tietämyksestä myös syövän syntymekanismeista sekä yleisestä 
ihmiselimistön fysiologiasta. Suomessa tehtiin vuonna 2009 kliinisen lääketutkimuksen 
aloittamishakemuksia 201 lääkkeen osalta (Fimea 2009). Näistä lääkevalmisteista 30 oli 
biologisia lääkevalmisteita. Suurimmat ryhmät olivat keskushermostoon ja 
immuunivasteeseen vaikuttavat lääkevalmisteet sekä syöpähoidoissa käytettävät 
lääkevalmisteet.  
 
Kuva 2 kertoo seitsemän eri vuosikymmenen ajalta eri terapiaryhmistä kliinisiin 
tutkimuksiin saakka päässeiden lääkeproteiinien lukumäärän 10 vuoden ajanjaksolla, 
ilmoitetut luvut ovat keskiarvoja (Reichert 2008). Kuva havainnollistaa osaltaan myös 
voimakkaasti suurentunutta kiinnostusta proteiinitutkimusta ja tuotekehitystä kohtaan 
2000-luvun alusta alkaen. Tällä hetkellä lääkeproteiineja on markkinoilla 48 kappaletta.  
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Kuva 1. Lääkeproteiinien terapia-alueet ja kliiniseen tutkimusvaiheeseen päässeiden 
lääkeproteiinien lukumäärät kolmelta eri vuosikymmeneltä (Reichert 2008).  
  
 
Kuva 2. Keskiarvo kliinisiin tutkimuksiin päässeistä terapeuttisista proteiineista eri 
vuosikymmeninä (Reichert 2008).  
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Vasta-aineisiin perustuva lääkehoito on lisääntyvä ja taloudellisestikin menestyksekäs 
tutkimuskohde lääketeollisuuden proteiinitutkimuksessa ja tuotekehityksessä (Dimitrov 
ym. 2009). Tällä hetkellä myyntiluvallisia terapeuttisia vasta-aineproteiineja on 
markkinoilla 22, ja tutkimustyö on kovassa kasvussa. Vasta-aineilla hoidetaan erilaisia 
sairauksia kuten syöpää, autoimmuunitauteja (esimerkiksi MS) sekä erilaisia infektioita. 
Taloudellinen menestys ja oireita lievittävän sekä taudin etenemistä hidastavan 
lääkehoidon löytäminen näihin muutoin vaikeahoitoisiin sairauksiin on johtanut DNA-
tekniikan avulla tapahtuvaan vasta-aineiden tuottamiseen, jotka ovat käyttäjälleen 
turvallisia, spesifisiä ja ei-immunogeenisiä. Samoin niiden biologinen aktiivisuus 
saadaan säilymään pienilläkin konsentraatioilla. Suomessa elimistön 
immuunijärjestelmään vaikuttavia lääkkeitä käytetään reumasairauksien, 
tulehduksellisten suolistosairauksien, vaikean nivelpsoriasiksen, 
autoimmuunisairauksien (esimerkiksi diabetes, MS) sekä myös vaikean astman 
hoidossa.  Laajan Internet-haun perusteella näiden sairauksien hoidossa käytettäviä 
biologisia lääkevalmisteita löytyi 8 kappaletta, diabeteksen hoidossa olevia insuliineja 
ei otettu hakuun mukaan.  
 
 
2. PROTEIINIEN STABIILIUS 
 
DNA-teknologian kehityksestä huolimatta terapeuttisten proteiinien formulointiin ja 
valmistamiseen liittyy perusongelma, joka ei ole riippuvainen proteiinin alkuperästä tai 
valmistustekniikasta (Wang 1998). Proteiinien kemiallinen ja fysikaalinen epästabiilius 
vaikuttaa paitsi formulointiin ja valmistukseen, myös valmiin tuotteen säilyvyyteen. 
Epästabiili proteiini on alttiimpi sen mikroympäristössä tapahtuville muutoksille, tämän 
seurauksena sen biologinen aktiivisuus saattaa muuttua tai kokonaan hävitä. 
Stabiiliuden parantamiseksi terapeuttiset proteiinit voidaan formuloida kiinteiksi kuiva-
ainevalmisteiksi, esimerkkinä vasta-aine trastutsumabi (Pharmaca Fennica 2004).  
Kuiva-aine voidaan liuottaa veteen, jolloin saadaan kertakäyttöinen infuusio- tai 
injektiokonsentraatti parenteraalista annostelua varten. Kuiva-aine saadaan valmistettua 
kylmäkuivauksen avulla, jossa nesteeseen liuotetusta proteiinista saadaan kiinteä 
valmiste. 
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Proteiinit muodostuvat, kun aminohappoketjut kiinnittyvät toisiinsa peptidisidosten 
avulla muodostaen eripituisia peptidiketjuja. Nämä ketjut kiertyvät keskenään 
muodostamiensa vetysidosten avulla laskoksiksi. Koska systeemi aina pyrkii 
spontaanisti pienimpään mahdolliseen energiatilaan, ketjujen hydrofobiset 
(rasvaliukoiset) osat suuntautuvat sisäänpäin ja hydrofiiliset (vesiliukoiset) ulospäin 
(Wang 1998). Tämä tila on energiaminimi ja tässä kolmiulotteisessa rakenteessa 
(konformaatio) proteiini on stabiili. Mitä enemmän hydrofobisia osia on, sitä suurempi 
on voima, joka pitää proteiinin rakenteen stabiilina (Yutani ym. 1987). Proteiinien 
toiminta ja biologinen aktiivisuus perustuu niiden kolmiulotteiseen konformaatioon. 
Proteiinin ulkopuolelta tuleva ulkoinen energia saa aikaan muutoksen proteiinin 
energiatilassa (Wang 1998). Tämän seurauksena sen kolmiulotteinen rakenne voi 
muuttua, samoin sen biologinen aktiivisuus. Esimerkiksi ympäristön pH:n muutos 
saattaa vaikuttaa proteiinin stabiiliuteen ionisoimalla proteiinin sisällä olevia 
ionisoituvia substituutioryhmiä, jolloin proteiinin epästabiilius lisääntyy (Yutani ym. 
1987).  
 
2.1 Proteiinien denaturoituminen ja biologinen aktiivisuus 
 
Vesiliuoksessa proteiinimolekyylit kerääntyvät sen proteiinimolekyylin läheisyyteen, 
jonka konformaatio on lähimpänä energiaminimiä eli natiivia tilaa (Lee ja Timasheff 
1981). Natiivissa tilassa proteiinimolekyyli on stabiili ja tilan muuttumiseen 
epästabiiliksi tarvitaan ylimääräistä energiaa. Denaturoituminen on seurausta siitä, että 
liuotetun proteiinin ja käytetyn liuottimen välinen (intermolekulaarinen) interaktio on 
hallitsevampi verrattuna proteiinin sisäisiin, avaruudellisen rakenteen säilyttäviin, 
(intramolekulaarisiin) interaktioihin (Wang 1998). Denaturoitumisreaktio voi olla 
reversiibeli eli palautuva tai irreversiibeli eli palautumaton.   
 
Denaturoituminen on yleensä yksivaiheinen reaktio natiivista tilasta denaturoituneeseen 
tilaan, sillä reaktiossa muodostuvat välituotteet ovat erittäin epästabiileja ja reaktiivisia 
eikä niiden olemassaoloa pystytä tarkoin detektoimaan (Jaenicke 1991). Kaksivaiheista 
reaktiota kuvaa seuraava yhtälö (suomennettu mukaellen Jaenicke 1991): 
Comment [T1]: Huomattavaa proteiinin 
muuntumista voi tapahtua myös 
säilytysastian seinien ja korkin 
vaikutuksesta 
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N (natiivi) ? D (denaturoitunut) ? A (aggregoitunut) 
 
Reaktio kulkee molempiin suuntiin natiivista tilasta denaturoituneeseen tilaan ja 
päinvastoin. Aggregoitunut proteiini ei yleensä pysty palautumaan denaturoituneeseen 
ja sitä kautta natiiviin (biologisesti aktiiviseen) tilaan. Hung ja Chang (1998) mukaan 
sikiön alkalinen fosfataasientsyymi säilyttää biologisen aktiivisuutensa vielä 
denaturoituneessa vaiheessa. Entsyymin biologinen aktiivisuus alenee vasta reaktion 
loppuvaiheessa entsyymin aggregoituessa. 
 
 2.1.1. Lämpötilan vaikutus 
 
Vesiliuoksessa olevan proteiinin  stabiilius alkaa muuttua lämpötilan laskiessa 
huoneenlämpötilan (+25 ?C) alapuolelle (Bhatnagar ym. 2007). Liuoksen lämpötilan 
aletessa 0 ?C:n alapuolelle proteiinirangassa olevien hydrofobisten aminohappoketjujen 
reaktiivisuus ja täten liukoisuus kasvaa, proteiini denaturoituu. Kylmästä johtuvaan 
proteiinin denaturoitumiseen vaikuttaa vesiliuoksen pH, proteiinin konsentraatio sekä 
liuoksessa mukana olevat apuaineet, esimerkiksi oligo- tai disakkaridit. 
Denaturoitumisen syyn selvittäminen on näissä olosuhteissa hankalaa sillä lämpötilan 
aletessa 0 ?C:n alapuolelle myös vesi alkaa kiteytyä, veden kiteytymisellä on myös oma 
vaikutuksensa proteiinin denaturoitumiseen. Joitakin tutkimuksia kylmästä aiheutuvasta 
denaturoitumisesta on kuitenkin tehty. Bhatnagarin ym. (2007) mukaan näissä tehdyissä 
tutkimuksissa ei kylmästä aiheutuvalla denaturoitumisella ole todettu olevan oleellista 
vaikutusta esimerkiksi proteiinin säilytyksen aikaiseen stabiiliuteen.  
 
Vesiliuoksessa proteiinin pinta on vesimolekyylien ympäröimä ja sen pinnalle 
muodostuu hydraatiokerros (Wang 1998). Kylmäkuivauksessa jäädytysvaiheen 
jälkeinen lämpötilan nosto poistaa osan tästä hydraatiokerroksesta ja altistaa proteiinin 
denaturoitumiselle. Denaturoituminen on seurausta lämpötilan nousun aiheuttamasta 
kuivumisesta. Kuivumisen seurauksena proteiinin vetysidokset aukeavat jolloin se 
protonoituu ja sen varaus muuttuu. Hydrofobiset interaktiot proteiinimolekyylien välillä 
lisääntyvät, nämä interaktiot voivat johtaa proteiinien aggregoitumiseen. Nagendra ym. 
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(1998) mukaan lämpötilan noston aikana poistunut vesi aiheuttaa lysotsyymi-entsyymin 
inaktivoitumisen, tämän aiheuttaa entsyymin aktiivisesta kohdasta poistunut vesi. 
 
Kylmäkuivauksen jäädytysvaiheen aikana  liuokseen muodostuu uusia rajapintoja 
muodostuvien jääkiteiden ja kiteytymättömän faasin välille (Wang 1998). Liuoksessa 
olevat proteiinit voivat tarttua näihin liuotinkiteisiin (jääkiteet), jolloin niiden 
kolmiulotteinen rakenne muuttuu, ja ne denaturoituvat. Mitä suurempi kiteiden pinta-
ala on sitä suurempi denaturoitumisriski proteiineilla on. Kuitenkin muodostuvien 
kiteiden pinta-ala on rajallinen, jolloin kiteet saturoituvat nopeasti. Tämän seurauksena 
proteiinien denaturoituminen vähitellen vähenee. Pienessä konsentraatiossa proteiinit 
pääsevät vapaammin liikkumaan liuoksessa ilman muiden proteiinimolekyylien 
aiheuttamia steerisiä esteitä. Vapaampi liikehdintä lisää rajapinnalle pääsevien 
proteiinien määrää, jolloin niiden denaturoituminen kasvaa. 
 
Tang ja Pikal (2005) ovat tutkineet kylmäkuivausprosessin jäädytysvaiheen aikaista 
proteiinin stabiiliutta. Tutkijoiden mukaan fosfoglyseraattikinaasin (PGK) 
denaturoituminen hidastuu vesiliuoksessa, kun sitä jäädytetään. Apuaineena käytetyn 
sakkaroosin (disakkaridi) konsentraatiota nostettaessa huomataan sama vaikutus. 
Jäädyttäminen ja diasakkaridin lisäys kasvattaa liuoksen viskositeettia, tämän 
seurauksena fosfoglyseraattikinaasin denaturoitumislämpötila kohoaa ja stabiilius 
lisääntyy. 
 
Proteiinien denaturoitumislämpötila tarkoittaa lämpötilaa, jossa 50 % 
proteiinimolekyyleistä on denaturoituneessa tilassa (Wang 1998). Yleensä tämä 
lämpötila vaihtelee 40 -80 ?C:en välillä. Mitä korkeampi denaturoitumislämpötila 
proteiinilla on, sitä parempi resistanssi (vastustuskyky) sillä on korkeita lämpötiloja 
kohtaan. Proteiinilla voi olla myös kaksi denaturoitumislämpötilaa riippuen 
tutkimusolosuhteista ja käytetyistä analyysimenetelmistä.  
 
Termofiilisillä proteiineilla on 20 -30 ?C suuremmat denaturoitumislämpötilat, jotka 
tekevät niistä stabiilimpia korkeissa lämpötiloissa (Wang 1998). Tämä johtuu proteiinin 
rakenteellisista ominaisuuksista, joita ovat aminohappoketjujen lisääntynyt 
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hydrofobinen luonne, parempi vetysidosten muodostamiskyky sekä proteiinin tiivis 
rakenne. Näistä ominaisuuksista vetysidosten lisääntynyt muodostamiskyky proteiinien 
pinnalla näyttäisi olevan tärkein vaikuttaja termostabiiliuden parantumiseen. Vogt ym. 
(1997) mukaan proteiinin termostabiiliuden ja lisääntyneen vetysidosmuodostuskyvyn 
välillä vallitsee selkeä korrelaatio. Myös proteiinin sekundäärinen rakenne vaikuttaa 
termostabiiliuden kasvuun termofiilisillä proteiineilla. Sekundäärirakenteista erityisesti 
?-heliksin stabiili rakenne parantaa termostabiiliutta termofiilisillä proteiineilla. 
 
 2.1.2. pH:n ja apuaineiden vaikutus 
 
Lämpötilan muuttuessa ja suhteellisen proteiinikonsentraation kasvaessa proteiini 
saattaa altistua pH:n muutoksille, jotka johtavat usein proteiinin denaturoitumiseen 
(Pikal-Cleland ym. 2001). pH:n muutokset johtuvat liuokseen lisätyn puskurin 
saostumisesta tai kiteytymisestä jäädytysvaiheen aikana. Puskurin kiteytyminen 
kylmäkuivauksen aikana saattaa suurentaa pH-olosuhteiden vaihtelua useilla yksiköillä, 
ja voi täten vaikuttaa proteiinin stabiiliuteen. Käytettävän puskurin valintaan tulee 
kiinnittää huomiota formuloinnin aikana, jotta pH-muutokset kylmäkuivausprosessin 
aikana saataisiin minimoitua. Izutsun ym. (2009) tutkimuksessa natriumsuksinaatti ja 
natriumfosfaatti kiteytyvät. 
 
Izutsu ym. (2009) mukaan puskurit suojaavat proteiineja muodostamalla vetysidoksia 
proteiinien kanssa, samoin elektrostaattiset voimat suolaionin ja proteiinin pinnalla 
olevien aminohapporyhmien välillä stabiloivat proteiineja. Karboksyyli- ja 
hydroksyyliryhmien lukumäärä vaikuttavat myös, di- ja trikarboksyylihappopuskurit 
suojaavat proteiineja lämpötilamuutoksiin liittyvältä denaturoitumiselta. Myös 
puskurien kyky muodostaa lasimaisia amorfisia rakenteita vaikuttaa. Izutsu ym. (2009) 
mukaan mononatriumsitraatilla on edellä mainitut ominaisuudet. Pikal-Cleland ym. 
(2001) mukaan fosfaattipuskurin valinta vaikuttaa ?-galaktosidaasin denaturoitumiseen 
ja biologiseen aktiivisuuteen kylmäkuivauksen aikana ja sen jälkeen. Tutkijoiden 
mukaan kylmäkuivauksen jälkeen vain kaliumfosfaattiformulaatiossa olevat 
monomeeri- ja tetrameerimuodot säilyttävät sekundäärisen rakenteensa. Korkeampi 
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proteiinikonsentraatio suojaa ?-galaktosidaasia paremmin pH-muutoksien aiheuttamaa 
denaturoitumista vastaan, kun fosfaattipuskuri on formulaatiossa mukana.  
 
Suoloja, kuten natrium- ja kaliumkloridia, käytetään kylmäkuivatuissa formulaatioissa  
varmistamaan, että valmis käyttöön saatettu liuos on mahdollisimman isotoninen 
(Franks 2007).  Tällöin se soveltuu parenteraaliseen annosteluun. Suolamuodot myös 
nopeuttavat kylmäkuivatun tuotteen liukenemista käyttövalmiiksi saatettaessa vaikka 
tämän käytännön merkitys on vähäinen.   
 
Proteiini-vesiliuoksessa olevat muut komponentit (apuaineet) voivat myös aiheuttaa 
proteiinin denaturoitumisen ja biologisen aktiivisuuden vähenemisen (Wang 1998). 
Sokerialkoholeilla, esimerkiksi sorbitoli ja mannitoli, on taipumus kiteytyä 
kylmäkuivauksen jäädytysvaiheen aikana, jolloin niiden stabiloiva vaikutus proteiiniin 
vähenee. Polysakkaridien vetysidosmuodostuskyky on alhainen mistä johtuen niiden 
proteiinia stabiloiva vaikutus on myös yksinään käytettynä huono. Toisaalta, yhdessä 
esimerkiksi disakkaridien kanssa käytettynä sekä sokerialkoholien että polysakkaridien 
proteiinia stabiloiva vaikutus lisääntyy. 
 
2.2. Proteiinien aggregaatio 
 
Tavallisin fysikaalisen instabiiliuden muoto proteiinilla on aggregaattien 
muodostuminen (Wang 1998). Proteiiniaggregaattien biologinen aktiivisuus on 
vähentynyt tai ne ovat biologisesti inaktiivisia, samoin niiden vesiliukoisuus on 
huonontunut ja immunogeenisyys (kyky aiheuttaa immunologinen vaste elimistössä) 
muuttunut. Liukenematon proteiiniaggregaatti ei ole tavoiteltava ominaisuus 
proteiiniformulaatiossa. 
 
 2.2.1. Aggregaation syntymekanismi 
 
Aggregaatio voi olla luonteeltaan reversiibeliä tai irreversiibeliä (Wang 1998). 
Yleistäen voidaan sanoa, että mikäli aggregaattia ei pysty uudelleenliuottamaan, 
kyseessä on irreversiibeli reaktio. Äärimmäiset lämpötilat aiheuttavat usein 
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irreversiibelin reaktion. Patro ja Przybycien (1994) mukaan proteiiniaggregaattien 
lopulliseen rakenteeseen vaikuttaa proteiinien pinnalla olevien reaktiivisten 
hydrofiilisten ja hydrofobisten osien määrä ja niiden keskinäinen suhde, sekä niiden 
sijoittuneisuus. Proteiinin pinnan hydrofobisuus lisää muodostuvien 
proteiiniaggregaattien tiheyttä, jolloin uudelleenliuotus vaikeutuu. 
 
Jatkotutkimuksessaan Patro ja Przybycien (1996) totesivat, että reversiibeleissä 
olosuhteissa muodostuneet proteiiniaggregaatit ovat kidemäisiä rakenteeltaan ja 
alhaisempia tiheydeltään. Kidemäinen rakenne on tarkoin järjestäytynyt ja luonteeltaan 
polaarinen, se on myös stabiilimpi johtuen rakenteesta joka maksimoi stabiloivien 
vetysidosten muodostumisen proteiinimolekyylien välillä. Vesiliuoksessa 
kiderakenteiset proteiiniaggregaatit säilyvät stabiilimpina ja uudelleenliuotus on 
helpompaa. 
 
Proteiinin aggregaatiosyntymekanismeja voidaan tutkia käyttämällä denaturantteja, 
esimerkiksi urea tai ?-merkaptoetanoli (Wang 1998). Denaturanttien avulla voidaan 
tutkia, ovatko syntyneet proteiiniaggregaatit kovalenttisesti vai ei-kovalenttisesti 
sitoutuneita toisiinsa. Allison ym. (1996) mukaan proteiiniaggregaateissa tapahtuu 
intermolekulaarisia muutoksia, jota ovat ei-kovalenttisia luonteeltaan. Tämä todistetaan 
liuottamalla proteiiniaggregaatit denaturantin, esimerkiksi natriumdodekyylisulfaatin 
kanssa, johon aggregaatit hyvin liukenevat. 
 
 2.2.2. Kemialliset ja fysikaaliset tekijät 
 
Proteiinien aggregaatioon vaikuttavat monet fysikaaliset tekijät, joita kohdataan 
proteiinin puhdistusvaiheessa samoin kuin formulaatiokehityksen aikanakin (Charman 
ym. 1993).  Näitä tekijöitä ovat lämpötila, aika, pH:n muutokset sekä rajapintoihin 
liittyvät interaktiot. Chen ym. (1994) mukaan rekombinanttitekniikalla valmistettu 
ihmisen keratinosyytti-kasvutekijä  on epästabiili ja se denaturoituu nopeasti alhaisissa 
lämpötiloissa säilytyksen aikana. Lämpötilan nosto proteiinin denaturoitumislämpötilan 
yläpuolelle saa aikaan välittömän aggregaation, joka näkyy isoina saostumina. Tämä 
lyhentää myös proteiinin säilyvyysaikaa.  
Comment [T2]: Vuosi? 
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Proteiinin aggregoituminen voi johtua sen kemiallisen rakenteen hajoamisesta 
deamidaation, hydrolyysin tai oksidaation seurauksena, ja siitä seuraavasta proteiinin 
pinnan hydrofobisuuden ja reaktiivisuuden lisääntymisestä (Wang 1998). Ympäristön 
pH-olosuhteiden, lämpötilan ja vapaan veden määrän kontrollointi formuloinnin ja 
kylmäkuivausprosessin aikana stabiloi proteiinia, samoin apuaineiden valinnalla 
voidaan tähän vaikuttaa. Kemiallisia reaktioita voi tapahtua useita samanaikaisesti, 
(Senderoff ym. 1996).  
 
Sekä kemiallinen että fysikaalinen aggregaatio voivat tapahtua samassa proteiinissa 
valmistusprosessin ja säilytyksen aikana (Wang 1998). Yoshiokan ym. (1993) mukaan 
?-galaktosidaasi aggregoituu vesiliuoksessa säilytyksen aikana. Aggregaatit ovat 
helposti uudelleen liuotettavissa, joka viittaa ei-kovalenttiseen interaktioon. Säilytyksen 
aikana kylmäkuivattu ?-galaktosidaasi aggregoituu ja saostuu muodostamalla 
kovalenttisia disulfidi-sidoksia. Liuoksessa vesi-proteiinisuhde on suuri, jolloin vesi 
kykenee löyhään vetysidosmuodostukseen proteiinin kanssa. Kylmäkuivattu proteiini 
sisältää vähemmän vettä, jolloin vesi-proteiinisuhde pienenee, tällöin kovalenttisten 
disulfidisiltojen mahdollisuus kasvaa. 
 
 2.2.3. Proteiiniaggregaattien biologinen aktiivisuus 
 
Proteiiniaggregaattien on todettu olevan biologiselta aktiivisuudeltaan huonompia kuin 
vastaavien natiivien proteiinien (Wang 1998). Lehmän haimasta eristetyn ribonukleaasi 
A-entsyymin biologinen aktiivisuus korreloi aggregoitumisasteen kanssa, mitä 
voimakkaampaa aggregaation on, sitä enemmän entsyymi menettää biologista 
aktiivisuuttaan (Townsend ja De Luca 1990). Runkel ym. (1998) mukaan kaksi 
markkinoilla olevaa ?-interferonia eroavat rakenteellisesti toisistaan. Sokeriryhmän 
lisäys interferonin rakenteeseen stabiloi interferonia ja lisää sen termofiilisyyttä eli 
lämpökestävyyttä. Samalla interferonin biologinen aktiivisuus paranee.  
 
Chang ym. (1996a) mukaan proteiini voi myös säilyttää biologista aktiivisuuttaan 
aggregoitumisesta huolimatta. Interleukiini-1-antagonisti aggregoituu kahdeksi 
Comment [T3]: natiivi 
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aktiiviseksi dimeeriksi, kun sitä säilytetään vesiliuoksessa. Säilytyksen aikana dimeerit 
menettävät osan biologisesta aktiivisuudestaan, mutta 2/3 aktiivisuudesta kuitenkin 
säilyy.  
 
 
3. LÄÄKEPROTEIINIEN PUHDISTUS  
 
Ennen terapeuttisen proteiinivalmisteen kylmäkuivausta biologisesti aktiivinen proteiini 
pitää puhdistaa (Saxena ym. 2009). Puhdistamalla saadaan poistettua kaikki 
epäpuhtaudet sekä toksiinit. Yleensä terapeuttinen proteiini myös konsentroituu 
puhdistamisen aikana. Puhdistusprosessi mahdollistaa proteiinin stabiiliuden 
parantamisen sekä denaturoitumisen vähentämisen. Korkea puhtausaste formulaatiossa 
on myös viranomaisten vaatimus. Proteiinin alkupuhdistus ja erottelu muista suspension 
komponenteista  tapahtuu hemodialyysin, mekaanisen suodatuksen tai sentrifugoinnin 
avulla (Lightfoot ja Moscariello 2004). Jatkopuhdistus ja –erottelu voidaan toteuttaa 
käyttämällä kromatografisia menetelmiä. Kromatografiset menetelmät ovat sensitiivisiä 
mutta niiden haittapuolena voidaan pitää korkeita kustannuksia, samoin niiden avulla 
voidaan puhdistaa vain pieniä määriä kerrallaan.  
 
Tässä työssä keskitytään heterogeenisen, puoliläpäisevän membraanin eli kalvon avulla 
tapahtuvaan lääkeproteiinin puhdistukseen. Puoliläpäisevän membraanin käyttö on 
yksinkertaista ja puhdistamisen skaalaus isompiin tai pienempiin erotteluprosesseihin 
on helppoa (Saxena ym. 2009). Se ei vaadi ylimääräisten lisäaineiden käyttöä ja sen voi 
toteuttaa energiaa säästävissä, alhaisissa lämpötilaolosuhteissa. Membraanin 
erottelukyky koon ja/tai varauksen perusteella on hyvä. Puhdistuksessa käytetyt 
membraanit voidaan jakaa alaryhmiin sen mukaan minkäkokoisia komponentteja 
erotellaan.  
 
Proteiinien erottelu ja puhdistaminen membraanin läpi tapahtuu ulkoisen paineen avulla 
(Millipore Corporation 2003). Paineen aiheuttama voima työntää nestevirrassa olevat 
pienemmät molekyylit membraanin läpi isompien molekyylien jäädessä membraanin 
yläpuolelle erityiseen syöttökanavaan. Jatkuva nestevirtaus kuljettaa nämä isot 
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molekyylit pois membraanin pinnalta, jolloin sama mekanismi toistuu. Vähitellen 
puhdistuksen jatkuessa terapeuttinen proteiini erottuu muista membraanin läpi 
suodattuvista komponenteista ja puhdistuu. Prosessin onnistumiseen vaikuttaa, paitsi 
komponentin koko, myös sen muoto sekä mahdolliset interaktiot ja aggregaatio muiden 
nestevirrassa olevien komponenttien kanssa. 
 
Proteiinisaannon lisäämiseksi tai sen puhtausasteen parantamiseksi voidaan käyttää 
apuna diafiltraatiota, jota voidaan toteuttaa samanaikaisesti minkä tahansa 
puhdistusteknologian kanssa (Millipore Corporation 2003). Diafiltraatio perustuu 
puskuriliuosten vaihtoon, jolloin ei-toivotut komponentit läpäisevät membraanin 
suolanmuodostuksen kautta ja eroteltava proteiini konsentroituu. 
 
Puhdistettava proteiiniliuos syötetään pumpun avulla syöttökanavaan, jonka molemmin 
puolin on tarkoitukseen sopiva membraani (Millipore Corporation 2003; Sundaran ym. 
2002). Pumpun avulla nestevirta saadaan liikkeeseen. Ulkopuolelta tuleva paine painaa 
nestevirtaa membraania vasten, jolloin osa nesteestä permeoituu membraanin läpi 
suodatuskanavaan. Membraanin pintaan jäävät komponentit aiheuttavat 
konsentraatiogradientin membraanin pinnan ja syöttökanavan keskustan välille. 
Konsentraatiogradientti vallitsee myös syöttökanavan alku- ja loppupään välillä. 
Kuvassa 3 esitellään nestevirtaukseen ja käytettyyn paineeseen liittyvät parametrit, joita 
säätelemällä nestevirtaukseen ja sitä kautta komponenttien erottumiseen voidaan 
vaikuttaa. Parametrien valinta vaikuttaa siihen, että puhdistusprosessi olisi 
mahdollisimman optimaalinen ja proteiini erottuisi muista liuoksen komponenteista 
mahdollisimman hyvin. 
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Kuva 3. Syöttökanavan nestevirtaukseen liittyvät parametrit (Millipore Corporation 
2003). QF = Syötetyn nesteen virtausnopeus, QR = Retentaatin virtausnopeus, CW = 
Membraanin pinnan konsentraatiogradientti, Cb = Syöttökanavan 
konsentraatiogradientti, Qf  = Suodattuvan nesteen virtausnopeus, Cf  = Suodattuvan 
nesteen konsentraatio, TMP = paine-ero syöttökanavan ja filtraattikanavan välillä, 
membraani = puoliläpäisevä kalvo. 
 
Syötetyn nesteen virtausnopeudesta (QF) ja retentaatin virtausnopeudesta (QR) 
muodostuu läpivirtausnopeus (Millipore Corporation 2003). Membraanin pintaa 
muuntelemalla saadaan syöttökanavassa aikaan turbulenssia, tällä tavoin voidaan 
parantaa läpivirtausnopeutta nesteen syöttönopeuden pysyessä alhaisena. Mitä suurempi 
läpivirtausnopeus, sitä pienempi on konsentraatiogradientti membraanin pinnan (Cw) ja 
syöttökanavan keskiosan (Cb) välillä. Pieni konsentraatiogradientti estää puhdistettavan 
proteiinin tarttumisen membraanin pintaan. Toisaalta suuri läpivirtausnopeus vähentää 
nestevirran kontaktiaikaa membraanin kanssa ja lisää nestevirran syöttökanavassa 
oloaikaa. Tällöin proteiinin erottuminen saattaa jäädä vajavaiseksi ja saanto pienetä, 
samoin proteiinin hajoamisriski suurenee. 
 
 15 
 
  
TMP tarkoittaa paine-eroa, joka syntyy membraanin eri puolten, syöttökanavan ja 
filtraattikanavan, välille (Millipore Corporation 2003). Ulkoista painetta nostettaessa 
suodattuvan nestevirran virtausnopeus (Qf) kasvaa tiettyyn rajaan asti membraanin 
toimiessa nopeutta rajoittavana tekijänä. Ulkoista painetta edelleen nostettaessa 
proteiinikonsentraatio membraanin pinnalla alkaa vähitellen nousta, samanaikaisesti 
suodattuvan nesteen virtausnopeus alkaa laskea. Tällöin ulkoinen paine alkaa toimia 
membraanin pinnan kasvavaa osmoottista painetta vastaan ja suodatettava proteiini 
alkaa geeliytyä membraanin pintaan, tämä nostaa TMP:a. Liian suuri 
proteiinikonsentraatio membraanin pinnalla ylittää proteiinin saturoimispisteen, jolloin 
proteiini alkaa nestevirrassa saostua ja sen seurauksena saanto saattaa pienentyä, TMP 
on päässyt liian suureksi. Liian alhainen ulkoinen paine myös nostaa TMP:a, koska 
proteiinia alkaa kerääntyä membraanin pinnalle. Tämä johtuu suodattuvan nestevirran 
nopeuden alenemisesta. Tällöin membraanin pinta-alaa pitää kasvattaa, jotta erottelu- ja 
puhdistusaika ei kasvaisi liian suureksi. 
 
Jos erotettavan ja/tai puhdistettavan proteiinin on tarkoitus jäädä syöttökanavaan, niin 
silloin suodattuvan nestevirran nopeutta ei yleensä tarvitse erikseen säädellä vaan 
ulkoinen paine työntää nestevirtaa kohti membraania ja suodattuminen tapahtuu 
spontaanisti alhaisella paineella (Millipore Corporation 2003; Sundaran ym. 2002). 
Tämä voi kuitenkin nostaa konsentraatiogradienttia ja sitä kautta osmoottista painetta. 
Alhaisessa paineessa, samoin kuin ulkoista painetta nostettaessa suodattuvan 
nestevirran nopeutta tulisi kontrolloida, jolloin TMP ei pääse nousemaan ja prosessi 
pysyy täten vakaana. Nopeuden kontrollointi tapahtuu rajoittamalla suodattuneen 
nesteen eli filtraatin virtausta. Tämä nostaa filtraattikanavan painetta, joka on 
normaalisti alhainen. TMP:a voidaan tällöin alentaa. Filtraattikanavan painetta nostaa 
myös filtraatin komponenttien konsentraation (Cf) kasvu.   
 
Membraanin pinta-ala pitää myös määrittää ennen prosessin aloittamista. Membraanin 
pinta-alaa voidaan pienentää, mikäli tarvitaan pidempää prosessiaikaa (Millipore 
Corporation 2003). Tällöin säästetään kustannuksissa. Liian pitkä aika voi kuitenkin 
vaikuttaa puhdistettavan proteiinin stabiiliuteen, myös kontaminoitumisriski kasvaa 
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(Sundaran ym. 2002). Tämä johtuu siitä, että jatkuvasti kiertävä nestevirta alkaa 
vähitellen tuottaa membraanin pinnalle geelikerrosta, joka vaikeuttaa erottelua.  
 
 
4. LÄÄKEPROTEIINIEN KYLMÄKUIVAUS 
 
Kylmäkuivaus koostuu kolmesta eri vaiheesta jotka ovat kiinteässä yhteydessä toisiinsa 
(Franks 2007; Wang 2000). Jäädytysvaiheessa kylmäkuivattavasta liuoksesta poistetaan 
nestemäinen faasi jäädyttämällä liuos sille ominaisen jäätymislämpötilan alapuolelle, 
jolloin maksimoidaan jääkiteiden muodostuminen. Muodostuneet jääkiteet poistetaan 
ensimmäisessä eli primäärisessä kuivausvaiheessa sublimaation avulla, jolloin kiinteä 
jääkide muuntuu vesihöyryksi. Tarkoituksena on laskea liuottimen (vesi) määrä 
mahdollisimman alhaiseksi kiinteässä lopputuotteessa. Toisessa eli sekundäärisessä 
kuivausvaiheessa poistetaan sublimaation jälkeen kiinteään tuotteeseen jäänyt 
residuaalivesi (jäännösvesi). Kylmäkuivauslaitteisto koostuu kuivauskammiosta, jossa 
sijaitsevat näytehyllyt, kondensaattorista eli höyryn tiivistymiskammiosta sekä 
vakuumipumpusta, jolla säädellään kuivauskammion painetta. 
 
4.1. Proteiiniformulaation karakterisointi 
  
 4.1.1 Amorfinen ja kiteinen tila 
 
Kidemuodossa molekyylit ovat järjestäytyneet tiettyyn järjestykseen (Franks 2007). 
Kidemuoto on fysikaalisesti stabiili.  Monet molekyylit voivat esiintyä useammassa eri 
kidemuodossa fysikaalisista olosuhteista riippuen, jolloin molekyylillä sanotaan olevan 
polymorfiaa. Polymorfiset kidemuodot käyttäytyvät fysikaalisesti eri tavoin, pyrkien 
alimpaan mahdolliseen, stabiileimpaan energiatilaan. Niiden reaktiivisuus ja dissoluutio 
voivat vaihdella oleellisesti. Pseudopolymorfia on käsitteenä erillinen ja tarkoittaa sitä, 
että molekyyli kiteytyessään muodostaa käytetyn liuottimen kanssa solvaatin. Jos 
liuottimena on vesi, kyseessä on hydraatti. Anhydraatti ei sisällä kiderakenteessaan 
vettä. 
 
Comment [T4]: Kiinteä -> kaasu/höyry 
 17 
 
  
Amorfisella aineella ei ole tarkkaa atomijärjestystä rakenteessaan (Franks 2007). 
Amorfisen aineen sisällä molekyylit ovat vapaammassa liikkeessä eikä niillä ole 
tarkkaa kidemuotoa, jolloin ne ovat epästabiilimpia luonteeltaan verrattuna kiteiseen 
aineeseen. Amorfisen aineen molekyylien kiteytymistä estää sen korkea viskositeetti. 
Korkea viskositeetti hidastaa molekyylien liikehdintää. Tämän takia amorfinen aine ei 
yleensä helposti kiteydy. Jotta amorfinen aine kiteytyisi, tarvitaan ulkoista energiaa, 
esimerkiksi nopeat lämpötilan muutokset tai kosteus. Amorfisen aineen ollessa 
liuosmuodossa sen kiteytymisen voi saada aikaan jäähdyttämällä liuos nopeasti. Monet 
yhdisteet voivat esiintyä sekä kiteisessä että amorfisessa tilassa, riippuen fysikaalisista 
valmistus- ja säilytysolosuhteista. Amorfiset aineet ovat epästabiileja mutta pyrkivät 
muuttumaan kiteisiksi muodoiksi, ulkoisista olosuhteista riippuen. 
 
Lääkkeenvalmistuksen kannalta amorfinen muoto on aina kiteistä muotoa nopeampi 
liukenemaan, koska amorfisesta tilasta liuostilaan siirtyminen vaatii vähemmän 
energiaa kuin kiteisestä tilasta liuostilaan siirtyminen (Franks 2007). 
Lääkkeenvalmistuksessa kidemuoto tai sen puuttuminen on huomioitava. Viskositeettia 
kohottamalla molekyylien liike amorfisen aineen sisällä vähenee, jolloin myös sen 
reaktiivisuus vähenee. Näin voidaan amorfista yhdistettä stabiloida, ja täten parantaa 
sen prosessointi- ja säilyvyyskestävyyttä. 
 
 4.1.2. Veden kiteytyminen ja kiteytymislämpötila 
 
Vesi alkaa kiteytyä sen sulamislämpötilan alapuolella muodostaen ensin alijäähtyneen 
vesiliuoksen, jolloin lämpötilaa alennettaessa se ei kiteydy heti vaan vähitellen 
(Erdemir ym. 2009). Alijäähtynyt vesi (supersaturoitunut liuos) tekee mahdolliseksi 
faasimuutoksen liuosmuodosta kiinteään muotoon. Lämpötilaa edelleen laskettaessa 
alijäähtyneet vesimolekyylit alkavat aggregoitua muodostaen kiteen keskustan, joka on 
faasimuutoksen ensimmäinen itsenäisesti toimiva osa. Keskustan ympärille alkaa 
vähitellen kulkeutua liuoksesta vesimolekyylejä, jotka kasvattavat kidettä. Eutektisessa 
pisteessä vesi on saavuttanut  näennäisen jäätymisensä päätepisteen. Tällöin vesi on 
lähes kokonaan kiteytynyt eikä nestemäistä liuotinfaasia ole enää havaittavissa. 
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Ne olosuhteet missä kiteytyminen tapahtuu vaikuttavat oleellisesti syntyvän kiteen 
ominaisuuksiin, erityisesti kiteen rakenteeseen ja kokoon sekä kiteiden kokojakaumaan 
(Erdemir ym. 2009). Mitä korkeammassa lämpötilassa kiteytyminen alkaa, sitä 
hitaammin kiteet muodostuvat ja sitä suurempia ne ovat. Ja toisaalta, mitä alemmassa 
lämpötilassa kiteytyminen alkaa, sitä nopeammin kiteet syntyvät ja ovat pienempiä. 
Tämä johtuu liuoksen alijäähtymisen aiheuttamasta viskositeetin lisääntymisestä. 
Kiteytymisen tasapainotila vallitsee näiden kahden ääripään välissä. Kuvassa 4 
esitetään kiteen muodostuminen supersaturoituneen liuoksen ja kiteiden 
muodostumisnopeuden ja koon suhteena. Pienemmissä kiteissä suhteellinen pinta-ala 
on suurempi verrattuna suurempiin kiteisiin, pienempien kiteiden faasimuutokset 
tapahtuvat siis nopeammin. Toisaalta pienien kiteiden muodostuminen voi olla 
haitallista liuoksen muiden komponenttien kannalta, sillä näiden kiteiden suhteellisen 
pinta-alan suuruus lisää interaktioiden mahdollisuutta. 
 
 
Kuva 4. Kiteytymisnopeus ja muodostuneiden kiteiden koko supersaturoituneessa 
(alijäähtyneessä) liuoksessa (Franks 2007).  
 
Missä lämpötilassa vesimolekyylien kiteytyminen tapahtuu riippuu jäädytysnopeudesta 
sekä liuoksen heterogeenisyydestä, esimerkiksi formulaation apuaineista sekä 
mahdollisista epäpuhtauksista (Kawakami 2005). Kiteytymislämpötilan määrittäminen 
on tämän takia hankalaa. Esimerkiksi puhdas vesi voi saavuttaa jopa –40 ?C:en 
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lämpötilan ennen kuin kiteiden muodostuminen on 100 %:sta (Hatley ym. 1987). 
Apuaineiden ominaisuuksista ja niiden määrästä riippuen, liuoksessa veden 
kiteytymisvaihe voi aikaistua korkeampaan lämpötilaan (-20 ?C). Tällöin muodostuvat 
kiteet ovat suuria ja niitä on vähemmän. 
  
 4.1.3. Lasisiirtymälämpötila 
 
Vesi-proteiini-liuoksessa veden kiteytyminen ei lopu eutektisessa pisteessä (e) vaan 
jääkiteiden kasvu voi jatkua tämän pisteen alapuolella olevissa lämpötiloissa, mikäli 
liuos sisältää amorfisen faasin. Kuvassa 5 esitetään veden kiteytyminen. Amorfinen 
aine konsentroituu kiteytymisen edetessä. 
 
 
 
Kuva 5. Faasimuutos liuoksesta kiinteäksi amorfisen aineen määrän ja lämpötilan 
vaihtelun suhteena (Chatterjee ym. 2005).  
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Välillä e ja Wg` amorfisen aineen sisällä ”ansassa” oleva vesi jatkaa kiteytymistä, 
samalla amorfisen faasin suhteellinen konsentraatio kasvaa (Chatterjee ym. 2005). 
Pisteessä Wg` amorfinen aine on liuoksessa maksimaalisesti jäätymiskonsentroitunut. 
Tässä pisteessä sijaitsee sen lasisiirtymälämpötila (Tg`). Pisteiden a-b välillä sijaitsee 
amorfisen sekoitteen lasisiirtymäalue Tg, jonka arvo on riippuvainen sen sisältämästä 
vesimäärästä. Lämpötilan aletessa amorfisen aineen viskositeetti kasvaa, jolloin 
atomien liikkuvuus vähenee ja amorfisesta aineesta tulee jäykkä. Amorfisen aineen 
sisällä ”ansassa” oleva kiteytynyt vesi alentaa Tg:a.  
 
Maksimaalisesti jäätymiskonsentroitunut amorfinen faasi käyttäytyy fysikaalisesti 
vastaavalla tavalla kuin amorfinen yhdiste lasisiirtymävaiheessa. Mikäli jäädytysvaihe 
toteutetaan liian nopeasti lasisiirtymävaiheessa, korkea viskositeetti estää amorfisen 
faasin maksimaalisen konsentroitumisen, jonka seurauksena amorfisen aineen sisältämä 
vesimäärä suurenee. Tällöin myös amorfisen yhdisteen lasisiirtymälämpötila Tg laskee. 
Väli y-e kertoo amorfisen aineen liukoisuuden kasvusta, lämpötilan nousu lisää 
rakenteen liikkuvuutta jolloin faasimuutos kiinteästä liuokseen on nopeampaa. 
Liukoisuuden kasvu alkaa veden kiteytymispisteestä eli eutektisesta pisteestä (e).   
 
Matalissa lämpötiloissa amorfinen yhdiste on lasimainen ja hauras ja molekyylien 
liikehdintä on vähäistä (Franks 2007). Lämpötilan nousu saa aikaan molekyylien 
liikehdinnän kasvamisen lisääntyneen energian seurauksena, amorfinen yhdiste 
muuttuu kumimaiseksi ja joustavaksi. Lasisiirtymän ulkopuolisissa lämpötiloissa 
amorfisen aineen rakenne saattaa romahtaa ja se saattaa kiteytyä. Lasisiirtymä ei 
tapahdu äkillisesti, eikä joka kerta samassa lämpötilassa, vaan kaikki liuoksen 
komponentit sekä mahdolliset epäpuhtaudet vaikuttavat siihen.  Tästä johtuen 
lasisiirtymälämpötilan määrittäminen on hankalaa. Lasisiirtymälämpötilan 
määrittäminen on kuitenkin oleellista, koska se vaikuttaa sekä kylmäkuivausprosessin 
parametrien valintaan että lopputuotteen, eli kylmäkuivatun aineen, ominaisuuksiin, 
kuten mekaaniseen lujuuteen, säilytyslämpötilaan sekä käyttöikään. 
Lasisiirtymälämpötilan määrittämisessä voidaan käyttää apuna DSC:a (differential 
scanning calorimetry) tai reologiaa detektoimalla viskositeetin muutoksia lämpötilan 
funktiona. 
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Lämpötilan lasku alkaa vähitellen nostaa liuoksen viskositeettia, jolloin molekyylien 
liikehdintä vähenee (Franks 2007). Lasisiirtymävaiheessa sekä lasisiirtymälämpötilan 
alapuolella viskositeetin nousu alkaa vähitellen hidastua lämpötilaa alennettaessa. Liian 
nopea lämpötilan lasku antaa molekyyleille vähemmän aikaa sopeutua äkkiä 
lisääntyneeseen viskositeettiin, jonka seurauksena voi muodostua useita erilaisia 
lasimaisia rakenteita. Tämä voi muuttaa amorfisen sekoitteen lasisiirtymälämpötilaa.  
 
Viskositeetin noustessa molekyylien liikehdintä vähenee, mutta liikehdintä ei lopu 
liuoksen saavuttaessa lasisiirtymälämpötilan (Franks 2007; Kasapis 2004). Lämpötilaa 
edelleen alennettaessa amorfinen yhdiste stabiloituu yhä enemmän. Stabiilein piste 
saattaa olla jopa 20 ?C lasisiirtymälämpötilan alapuolella. Tämä tulee huomioida 
kylmäkuivausprosessiolosuhteita valittaessa, esimerkiksi jäädyttämisvaihe pitäisi 
lopettaa vasta alle ennalta määritetyn maksimaalisesti jäätymiskonsentroituneen 
lasisiirtymälämpötilan. 
 
4.2. Jäädytysvaihe 
 
Jäädytysvaiheen tarkoituksena on erottaa liuotin (yleensä vesi) lääke- ja apuaineista, 
jolloin muodostuu uusi rajapinta jääkiteiden ja lääkeaineen välille (Tang ja Pikal 2004). 
Jäädytysvaihe kestää yleensä useita tunteja ja aiheuttaa erityisesti proteiinirankaisen 
lääkeaineen stabiiliudelle useita stressitekijöitä.  
 
Jääkiteiden muodostuessa vapaan veden määrä formulaatiossa vähenee, jolloin 
suhteellinen proteiinikonsentraatio alkaa kasvaa (Charman ym. 1993; Chatterjee ym. 
2005). Jääkiteiden muodostuminen mahdollistaa liuotetun proteiinin ja käytetyn 
liuottimen välisen (intermolekulaarinen) interaktion, tämän seurauksena 
proteiinimolekyylit saattavat aggregoitua. Uuden, muodostuneen rajapinnan 
suhteellisen pinta-alan suuruus vaikuttaa proteiinin stabiiliuteen. Changin ym. (1996b) 
tutkimuksen mukaan suurempi rajapinnan pinta-ala saa aikaan enemmän proteiinien 
rakennemuutoksia sekä hajoamista. Hajoamista voidaan estää lisäämällä formulaatioon 
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rajapintaan kiinnittyvää pinta-aktiivista ainetta. Myös proteiinin konsentraation 
lisäämisellä on positiivinen vaikutus. 
 
Pinta-aktiivinen aine estää proteiinin adheesion eli tarttumisen jääkiteen pinnalle 
(Chang ym. 1996b). Vaikutusmekanisminsa perusteella sen stabilointikyky on 
parhaimmillaan jäädytysvaiheessa, kuivausvaiheessa sen proteiinia suojaava vaikutus 
heikkenee, koska uusia rajapintoja ei enää tällöin synny. Schwegmanin ym. (2009) 
mukaan jäädytysvaiheen aiheuttamilla rajapinnoilla tapahtuu selkeä muutos proteiinin 
sekundäärisessä rakenteessa, erityisesti ?-laskosten osalta, kun pinta-aktiivista ainetta ei 
formulaatiossa ole. Pinta-aktiivisen aineen lisäämistä formulaatioon kannattaa kuitenkin 
tarkoin harkita, koska proteiini altistuu myös monille muille stressitekijöille 
kylmäkuivausprosessin aikana. Muiden apuaineiden käytöllä voidaan pinta-aktiivinen 
aine korvata sillä esimerkiksi disakkaridien käyttö stabiloi proteiinia 
kokonaisvaltaisemmin, vaikuttaen siis myös muodostuvien rajapintojen aiheuttamaan 
stressiin. 
 
Puskureita voidaan lisätä kylmäkuivattaviin formulaatioihin tasaamaan pH:n muutoksia 
jäädytysprosessin aikana (Shalaev ym. 2002). Jäädytysvaiheessa tapahtuva puskurin 
kiteytyminen voi aiheuttaa jopa 2 yksikön pH-muutoksia, jolla on täten vaikutusta myös 
formulaatiossa olevan lääkeaineen (proteiinin) stabiiliuteen. Eri puskureiden 
kiteytymiskäyttäytyminen johtuu paitsi puskurin kemiallisista ominaisuuksista myös 
jäädyttämisnopeudesta sekä puskurin konsentraatiosta. Shalaevin ym. (2002) 
tutkimustulosten perusteella alhainen puskurikonsentraatio vähentää kiteytymistä ja 
täten pH-muutoksia formulaatiossa. 
 
Jäädytysnopeuden valinta on osa kylmäkuivausprosessia, jolla on suuri vaikutus 
muodostuvien liuotinkiteiden (vesi) kokoon ja määrään (Tang ja Pikal 2004; Franks 
2007). Kiteiden koko puolestaan vaikuttaa ensimmäisen kuivausvaiheen eli vesikiteiden 
sublimaation kestoon, pienikiteisen jään sublimaatio kestää kauemmin kuin kooltaan 
suuremman kiteen. Jääkiteistä muodostuva pinta-ala vaikuttaa proteiinien stabiiliuteen. 
Mitä pienempi pinta-ala, sitä stabiilimpana proteiini säilyy jäädytysprosessin aikana. 
Tämä tarkoittaa käytännössä suurien jääkiteiden muodostumista eli nopeaa jäädytystä. 
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Hidas jäädytysprosessi tuottaa pieniä kiteitä, jolloin suurempi suhteellinen pinta-ala 
lisää proteiinin kontaktiaikaa jääkiteiden rajapinnalla, jolloin hajoamisriski kasvaa. 
Proteiinin ja sitä stabiloivan apuaineen erottuminen toisistaan hitaan jäädytysvaiheen 
aikana lisää myös hajoamisriskiä. Tang ja Pikal (2004) suosittavat jäädytysnopeutta 
noin 1 ?C/min. 
 
Lopullinen jäätymislämpötila määräytyy amorfisen faasin lasisiirtymälämpötilan (Tg`) 
ja/tai kiteisen faasin eutektisen kiteytymispisteen alapuolelle, jotta varmistetaan kaiken 
vapaan liuottimen (veden) poistuminen ja formulaation muuttuminen kiinteäksi (Tang 
ja Pikal 2004). Formulaation komponenttien amorfisuudesta ja kiteisyydestä riippuen, 
jäätymislämpötila määritetään noin 2 ?C näiden arvojen alapuolelle. Tämä lämpötila 
pidetään vakiona 1-2 tuntia riippuen liuosastioiden täyttöasteesta, jotta kiteytyminen 
olisi mahdollisimman täydellinen. 
 
Jäädytysvaiheen lopussa muodostuneet jääkiteet voivat olla kooltaan ja 
kokojakaumaltaan hyvinkin erilaisia (Tang ja Pikal 2004). Ensimmäisen 
kuivausvaiheen eli sublimaation nopeuttamiseksi voi olla tarpeellista suurentaa kiteitä 
ja yhtenäistää kidekokojakaumaa, jolloin sublimaatio paitsi nopeutuu, myös tasoittuu 
eri näytteiden kesken. Tämä tapahtuu nostamalla lämpötilaa noin 10-20 ?C 
lasisiirtymälämpötilan (Tg`) yläpuolelle ja pitämällä sitä vakiona usean tunnin ajan. 
Tällöin pienemmät kiteet kutistuvat ja häviävät vähitellen, kun taas isommat kiteet 
kasvavat. Nettovaikutuksena kiteiden koko suurenee ja kokojakauma pienenee. Kun 
tasajakoinen kidekokojakauma sekä maksimaalinen kiteytyminen on saavutettu, 
lämpötila lasketaan tasolle jolla jään sublimoiminen voidaan aloittaa. Lämpötilan lasku 
tässä vaiheessa estää myös uusien kiteiden syntymisen.  
 
Tällä lämpökäsittely-menetelmällä (Annealing) on myös riskejä, jonka takia sen 
käyttöön suhtaudutaan eri tavoin eikä sitä käytetä rutiininomaisesti (Tang ja Pikal 
2004). Jos jokin formulaation apuaineista kiteytyy veden kanssa, se saattaa muodostaa 
hydraatteja. Jos tämä hydraatissa oleva vesi vapautuu ensimmäisen kuivausvaiheen 
aikana mutta ei sublimoidu, vapaan veden kokonaismäärä näytteissä kasvaa ja riski 
proteiinin hajoamiselle kasvaa. Proteiineja suojaavien apuaineiden kiteytyminen saattaa 
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myös vaarantaa proteiinin stabiiliuden. Myös ylimääräinen lämpötilan nousu- ja 
laskuvaihe aiheuttavat kylmäkuivattavalle proteiinille ylimääräisen fysikaalisen 
stressitekijän. 
 
4.3. Ensimmäinen kuivausvaihe eli sublimaatio 
 
Jääkiteet poistetaan ensimmäisessä kuivausvaiheessa sublimaation avulla eli muutetaan 
jääkiteet vesihöyryksi (Franks 2007). Vesihöyry poistetaan kylmäkuivauslaitteistoon 
kuuluvan kondensaattorin kautta, jossa lämpötila on alhaisempi kuin kammiossa. 
Sublimointivaihe on yleensä aikaa ja energiaa vievin vaihe kylmäkuivausprosessin 
aikana, joten jo taloudellisista syistä tämän prosessivaiheen kulku tulee tarkoin 
optimoida.  
 
Ensimmäisen kuivausvaiheen alkaessa kylmäkuivattavan näytteen lämpötila pyritään 
optimoimaan siten, että se on jatkuvasti muutaman asteen verran jäädytysvaiheessa 
maksimaalisesti jäätymiskonsentroituneen amorfisen faasin lasisiirtymälämpötilan (Tg`) 
yläpuolella (Tang ja Pikal 2004). Tämä optimointi tehdään säätelemällä sekä hyllyjen 
lämpötilaa että kammiossa olevia paineolosuhteita. Optimoitu näytteen lämpötila ei saa 
kuitenkaan ylittää sitä lämpötilaa, jossa kylmäkuivattu näyte menettää mikroskooppisen 
rakenteensa ja kollapsoituu. Kollapsi aiheuttaa molekyylien lisääntyneen liikehdinnän 
seurauksena kylmäkuivattavassa näytteessä tiheyden kasvun ja huokoisuuden 
vähenemisen, jotka puolestaan lisäävät kosteuden epätasaista jakautumista amorfisen 
matriksin sisällä ja estävät vesimolekyylien diffuusiota tämän matriksin läpi (Schersch 
ym. 2009). Näiden tapahtumien seurauksena sublimaatio hidastuu ja tuotteen 
kuivausaika pitenee, myös amorfisten apuaineiden taipumus kiteytyä kasvaa, jolloin 
niiden proteiinia stabiloiva vaikutus heikkenee.  
 
Maksimaalisesti jäätymiskonsentroituneen amorfisen aineen (proteiinin) 
lasisiirtymälämpötilan (Tg`) ja näytteen kollapsin aiheuttavan lämpötilan väliä sanotaan 
turvallisuusmarginaaliksi ja mitä pidempi sublimointiaika, sitä pienempi tulisi tämän 
turvallisuusvälin olla (3-5 ?C). Tang ja Pikalin (2004) mukaan optimoitu näytteen 
lämpötila tulisi asettaa mahdollisimman lähelle kollapsilämpötilaa, sillä 1 ?C:n nousu 
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lämpötilassa säästää sublimointiaikaa 13 %. Yleisesti ottaen, optimoitu näytteen 
lämpötila ei saisi ylittää –15 ?C:n lämpötilaa ensimmäisessä kuivausvaiheessa, koska 
muutoin kylmäkuivauslaitteen lämmönsiirtokapasiteetti voi kuormittua liikaa. Tämä 
ylikuormitus johtaa kammiopaineen sekä tuotteen lämpötilan kontrolloimisvaikeuksiin. 
 
Optimoidun näytteen lämpötilan saavuttamiseksi hyllyjen lämpötila pitää säätää 
sellaiseksi, että tehokas sublimaatio saavutetaan mahdollisimman nopeasti ja 
tehokkaasti (Tang ja Pikal 2004). Näytteen lämpötila on yleensä 5-40 ?C alhaisempi 
kuin hyllyn lämpötila johtuen muuttuvista paine- ja lämpötilaolosuhteista, 
näyteastioiden lämmönsiirtokyvystä sekä kylmäkuivauslaitteesta itsestään. Tuotteen 
lämpötila muuttuu sublimaation edetessä, jolloin myös hyllyjen lämpötilaa tulee 
säädellä (Pikal ym. 1984). Hyllyjen lämpötilan säätelyssä tulee kuitenkin huomioida se, 
että lämpötilan muuttamisen jälkeen kestää yleensä noin puoli tuntia ennen kuin 
lämpötila uudelleen asettuu vakaalle tasolle. Hyllyjen lämpötilaa ei siis saa nostaa 
ennen kuin se on ollut vakaalla tasolla vähintään puoli tuntia. Kun saavutetaan 
optimoitu näytteen lämpötila, hyllyjen lämpötila pidetään vakiona. Huomioitavaa on 
kuitenkin se, että kaikki näytteet eivät kuivu samanaikaisesti. Lämpötilan vakiointi 
voidaan tehdä jo, kun kaksi kolmasosaa sublimaatiosta on ohi. Sublimaatiovaiheen 
loppuminen voidaan ennakoida ensin näytteen lämpötilan nopeammasta noususta ja 
sitten lämpötilan asettumisesta samalle tasolle hyllylämpötilan kanssa. 
 
Kiteistä vapautuvan veden höyryn paine tarkoittaa sitä painetta, missä atomien tai 
molekyylien siirtyminen kiinteiden kiteiden pinnasta kaasu- eli vesihöyryfaasiin on 
tasapainossa (Tang ja Pikal 2004; Franks 2007). Kiteistä vapautuva vesihöyry 
kulkeutuu kohti alemman paineen kondensaattoria, jossa se tiivistyy. Mahdollisimman 
suuri paine-ero kiteistä vapautuvan veden höyrynpaineen ja kondensaattorin välillä 
nopeuttaa sublimaatiota.  Primäärikuivaus toteutetaan alhaisissa lämpötiloissa, jolloin 
pienikin lämpötilan nousu aiheuttaa muutoksen höyrynpaineeseen ja kasvattaa paine-
eroa. Liian suuri paine-ero (yli 50 %) vähentää kuitenkin kaasumolekyylien 
törmäysliikkeitä, jolloin energian (lämmön) siirto vähenee ja sublimaatio hidastuu. 
Kuivauskammion paine on pidettävä kiteistä vapautuvan veden höyrynpaineen 
alapuolella sublimaation tehostamiseksi, kammiopainetta säädellään vakuumipumpun 
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avulla. Mikäli kuivauskammion paine nousee yli veden höyrynpaineen, sublimaatio 
heikkenee. Jääkiteet alkavat sen sijaan sulaa, mikä lisää näytteessä olevan veden 
määrää. Seurauksena on kuivattavan näytteen kollapsoituminen. 
 
Tuotteen lämpötilaa ja sen muutoksia voidaan seurata sublimaation aikana lämpötilaa 
mittaavilla, näytevialeihin asetettavilla lämpötila-antureilla (Patel ym. 2009; Pikal ym. 
1984). Anturit asennetaan manuaalisesti, jolloin niitä laitettaessa on huomioitava, että 
näytteen lämpötila näytevialeissa vaihtelee. Vialin reunoissa ja sen pohjalla lämpötila 
on korkeampi kuin keskellä vialia olevan näytteen lämpötila, anturi ei täten saisi 
koskettaa vialin reunoja. Näytevialin tulisi myös olla täydessä kontaktissa hyllyn kanssa 
antureista huolimatta, jotta lämmön johtuminen hyllystä näytteeseen olisi 
maksimaalista. Lämpötila-antureita sisältäviä näytevialeita ei kannata sijoittaa hyllyn 
reunoille, sillä siellä lämmön johtuminen kammion seinämistä ja ovesta on 
voimakkaampaa ja näytteet kuivuvat täällä nopeammin. Näistä vialeista saadut näytteen 
lämpötilat ovat korkeampia kuin keskellä hyllyä olevien, jolloin todellinen kuivausaika 
voi olla paljon pidempi kuin näistä lämpötiloista voisi päätellä. Näytevialit voidaan 
reunustaa vedellä täytetyillä näytevialeilla, jolloin näytteet kuivuvat tasaisemmin. 
Kuivausaikaa pidennetään 10-20 % siitä, kun lämpötila-anturien mukaan saavutetaan 
ensimmäisen kuivausvaiheen loppumispiste johtuen näytteiden eriaikaisesta 
kuivumisesta. 
 
4.4. Toinen kuivausvaihe 
 
Ensimmäisen kuivausvaiheen lopussa amorfinen aine sisältää kiteytymätöntä kosteutta 
5-25 % (Tang ja Pikal 2004). Kosteuspitoisuutta alennetaan noin 0,5-1 %:in toisessa 
kuivausvaiheessa desorption eli haihduttamisen avulla. Toisessa kuivausvaiheessa 
käytetty lämpötila on korkeampi kuin ensimmäisessä kuivausvaiheessa, tämä 
mahdollistaa tehokkaan veden desorption proteiinikonsentraatin pinnalta. 
 
Toisen kuivausvaiheen alussa hyllyn lämpötilan nosto tapahtuu hitaasti ja asteittain, 
0,1-0,15 ?C/min on yleensä riittävä lämpötilan nostonopeus (Rambhatla ym. 2005; 
Tang ja Pikal 2004). Formulaation lasisiirtymälämpötila (Tg) riippuu näytteessä olevan 
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veden määrästä, suurempi vesipitoisuus alentaa sitä. Toisen kuivausvaiheen alkaessa 
vesipitoisuus on suuri, jolloin tuotteen lämpötila on lähellä sen lasisiirtymälämpötilaa. 
Jotta formulaatiossa oleva proteiini pysyisi stabiilina, pitää tuotteen lämpötilan pysyä 
tämän lasisiirtymälämpötilan alapuolella. Mitä suurempi erotus näiden lämpötilojen 
välillä on, sitä vähäisempää kollapsoituminen on. Liian nopea lämpötilan nostaminen 
aiheuttaa erotuksen pienenemisen ja kollapsoitumisriskin suurenemisen. Hidas 
lämpötilan nosto varmistaa sen, että tuotteen lämpötila ei nouse liian lähelle Tg:a tai sen 
yli. 
 
Vesipitoisuuden vähetessä kollapsoitumisen riski pienenee, jolloin lämpötilan 
nostamista voidaan nopeuttaa kuivauksen edetessä (Tang ja Pikal 2004). Kiteinen aine 
ei kollapsoidu, jolloin lämpötilan nostoa ei tarvitse näiden aineiden kohdalla aluksi 
hidastaa, vaan voidaan nostaa suoraan nopeuteen 0,3-0,4 ?C/min. Mikäli formulaatio 
sisältää sekä amorfisia että kiteisiä aineita, lämpötilan nosto tulisi aloittaa hitailla 
nopeuksilla. Tällöin amorfisten aineiden stabiilius säilyy paremmin. Kammiopaineella 
ei ole niin suurta merkitystä toisessa kuivausvaiheessa verrattuna ensimmäiseen 
kuivausvaiheeseen. 
 
Amorfisten aineiden kuivaus on monimutkaisempaa ja vaikeampaa kuin kiteisten 
aineiden, kuivausaika on tällöin pidempi ja kuivauslämpötila korkeampi (Tang ja Pikal 
2004). Toinen kuivausvaihe tulee rajoittaa kuitenkin 3-6 tuntiin, koska veden desorptio 
hidastuu ajan funktiona. Lopullinen lämpötila, johon sekundäärinen kuivaus päättyy, 
vaihtelee yleensä 40-50 ?C:en välillä formulaatiosta riippuen. Kuivausaikaan vaikuttaa 
myös proteiinikonsentraatio. Korkeammassa konsentraatiossa, yli 10 % (m/m), kiinteän 
tuotteen pinta-ala pienenee ja veden desorptio hidastuu, tämä vaatii korkeampia 
lämpötiloja sekä kuivausajan pidentämistä. 
 
Optimaalisen kuivausajan määrittämiseksi voidaan kuivauksen edetessä määrittää 
näytteiden kosteuspitoisuuksien muutoksia esimerkiksi termoanalyysien tai NIR-
spektroskopian avulla (Tang ja Pikal 2004). NIR-spektroskopiaa voidaan käyttää myös 
ennustavana menetelmänä formulaatiokehityksessä. Kuivausajan määrittämistä 
vaikeuttaa näytteiden eriaikainen kuivuminen. Vialien seinämillä ja suulla olevasta  
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näytteestä vesi desorptoituu nopeammin kuin astian keskellä olevasta näytteestä johtuen 
veden lyhyemmästä diffuusiomatkasta ja nopeammasta haihtumisesta (Pikal ja Shah 
1997). Tämän seurauksena osa näytteestä pääsee ylikuivumaan ja saattaa aiheuttaa 
proteiinin liiallisen dehydraation ja denaturoitumisen. Dehydraation seurauksena 
proteiini muuttaa kolmiulotteista rakennettaan yrittäessään korvata menettämänsä 
vetysidokset veden kanssa (Prestrelski ym. 1993). Tämä uudelleen muodostunut 
rakenne on jäykkä johtuen uusista proteiinin sisäisistä vetysidoksista, samoin se on 
ainakin osaksi palautumaton. Apuaineet, jotka kykenevät vetysidoksien 
muodostamiseen kylmäkuivattujen proteiinien kanssa, suojaavat proteiinia kuivauksen 
aikana ja estävät dehydraation aiheuttamaa denaturoitumista säilyttämällä proteiinin 
vesimäisen, vetysidoksiin pohjautuvan rakenteensa. 
 
 
5. KYLMÄKUIVAUSKESTÄVYYDEN PARANTAMINEN 
 
Kylmäkuivaustutkimuksissa on käytetty paljon erilaisia formulaatioita selvittämään 
malliproteiinien stabiiliuteen vaikuttavia tekijöitä ja olosuhteita, sekä lyhytaikaisen että 
pitkäaikaisen säilyvyyden osalta (Passot ym. 2005). Eri tavalla proteiinin stabiiliuteen 
vaikuttavia apuaineita voidaan käyttää yhdessä ja erikseen sekä pitoisuuksia vaihdellen. 
Formulointivaihe on aikaa vievä, koska apuaineiden ominaisuuksien tunteminen 
vaikuttaa ratkaisevasti myös kylmäkuivauksen onnistumiseen. Disakkaridit ovat 
merkityksellisiä terapeuttisen proteiinin kylmäkuivauskestävyyden parantamisessa, 
disakkarideista keskitytään erityisesti trehaloosin ominaisuuksiin.  
 
5.1. Lääkeproteiinien stabilointi disakkaridin avulla 
 
Proteiinit altistuvat monille mekaanisille, kemiallisille ja fysikaalisille stressitekijöille 
sekä kylmäkuivausprosessin että säilytyksen aikana. Disakkaridit ovat tällä hetkellä 
kiinnostuksen kohteina sillä mekanismit, joilla disakkaridit stabiloivat proteiineja, eivät 
ole täysin tiedossa (Chang ym. 2005a). Tämä vaikeuttaa kylmäkuivatun proteiinin 
formulointia, ja formulaation toimivuus käytännössä testataankin usein yritys ja 
erehdys-periaatteen kautta. 
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Amorfiset disakkaridit muodostavat jäykän ja inertin (reagoimattoman) lasimaisen 
matriksin, johon proteiini dispergoituu (sekoittuu) (Chang 2005a). Matriksi erottaa 
proteiinimolekyylit toisistaan, jolloin näiden molekyylien väliset interaktiot vähenevät, 
myös niiden liikkuvuus vähenee. Lasimaisen matriksin muodostuminen on riippuvainen 
käytettävän sokerin lasisiirtymälämpötilasta. Mitä korkeampi lasisiirtymälämpötila, sitä 
pienempi on proteiinimolekyylien liikkuvuus. Chang ym. (2005a) mukaan 
huoneenlämmössä (+25?C) säilytetty proteiini stabiloituu samalla tavoin riippumatta 
siitä, kuinka paljon huoneenlämpötilan yläpuolella käytetyn disakkaridin 
lasisiirtymälämpötila on. Lasimatriksin muodostuminen ei siis ole ainoa 
vaikutusmekanismi disakkaridien proteiinia stabiloivassa vaikutuksessa. 
 
Disakkaridit kykenevät vetysidosmuodostukseen proteiinimolekyylien kanssa (Chang 
ym. 2005a). Tällöin niiden proteiinia stabiloiva vaikutus perustuu kylmäkuivauksen 
kuivausvaiheessa poistuvan veden korvaamiseen vetysidosten avulla. Muodostuneet 
vetysidokset stabiloivat proteiinia, myös sen säilyvyys paranee.  
 
Disakkaridien proteiineja stabiloiva vaikutus on myös riippuvainen malliproteiinin 
koosta. Mitä suurempi proteiinin molekyylipaino, sitä vähemmän suhteellista pinta-alaa 
sillä on, jolloin esimerkiksi vetysidospaikat saturoituvat nopeammin. Tällöin tarvitaan 
disakkaridia pienempi konsentraatio stabiloimaan suurikokoista proteiinia verrattuna 
pienimolekyylisiin proteiineihin, jotka tarvitsevat suuremman konsentraation 
disakkaridia suuremman suhteellisen pinta-alan seurauksena.   
 
Disakkaridit vaikuttavat vesi-proteiini-liuoksessa stabiloivasti vaikka ne eivät ole 
suorassa kontaktissa malliproteiinin kanssa (Jain ja Roy 2009, Lee ja Timasheff 1981, 
Richards 1999). Lee ja Timasheffin 1981 mukaan sakkaroosi, joka on disakkaridi, ei 
vaikuta vesiliuoksessa olevien proteiinien konformaatioon. Kuitenkin sakkaroosin läsnä 
ollessa denaturoitumisreaktion aktivaatioenergia kohoaa. Aktivaatioenergian nousu 
aiheutuu siitä, että veden syrjäyttämänä sakkaroosi asettuu proteiini-vesi-liuoksessa 
kauemmaksi proteiinista. Tämän seurauksena vesimolekyylien määrä proteiinien 
läheisyydessä kasvaa, kauempana niiden määrä laskee, muodostuu 
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konsentraatiogradientti. Konsentraatiogradientti aiheuttaa kemiallisen potentiaalieron ja 
vapaan energian määrän kasvun, jota sakkaroosin läsnäolo tasoittaa. Lopputuloksena 
proteiinit stabiloituvat. Veden poistuminen kylmäkuivauksen edetessä poistaa 
konsentraatiogradientin, jolloin stabilointia ei enää tämän vaikutusmekanismin mukaan 
tapahdu.  
 
Kiteisiä aineita (bulking agent) käytetään kylmäkuivausformulaatiossa lisäämään 
valmiin tuotteen massaa ja sitä kautta parantamaan kylmäkuivattavan tuotteen 
mekaanista lujuutta (Meyer ym. 2009). Kiteisten aineiden proteiinia stabiloiva vaikutus 
on todettu olevan vähäisempi kuin amorfisten aineiden. Tämä johtuu kiteiden 
muodostumisesta, jotka lisäävät uusien rajapintojen syntymistä ja edesauttavat 
proteiinin denaturoitumista. Erityisesti mannitoli kiteytyy suurelta osin 
jäädytysprosessin aikana. Kun se yhdistetään amorfisen sakkaroosin kanssa, proteiinia 
stabiloiva vaikutus kasvaa. Myös disakkaridin kiteisyysasteella on oleellinen vaikutus 
proteiinin stabiloinnissa. Kun kiteisyysaste kasvaa, myös proteiinin hajoamisnopeus 
nousee samassa suhteessa. Jotta disakkaridin proteiinia stabiloiva vaikutus olisi 
tehokkain, sen tulisi ainakin osaksi olla amorfisessa muodossa. 
 
Disakkarideja käytetään lääkeproteiinitutkimuksissa, yleisimmin käytettyjä 
diasakkarideista ovat sakkaroosi, trehaloosi, maltoosi ja laktoosi. Tässä työssä 
keskitytään erityisesti trehaloosin ominaisuuksiin. 
 
 5.1.1. Trehaloosi 
 
Trehaloosi on disakkaridi, joka koostuu kahdesta ?-D-glukoosiyksiköstä (Jay ja Roy 
2009; Miyachi ym. 2009). Sillä on kolme erilaista isomeeriä, joista ?,?-trehaloosia 
käytetään useimmiten kylmäkuivausformulaatioissa. Sitä esiintyy luonnossa, jossa se 
syntetisoituu kasvien ja hyönteisten solukalvoilla niiden altistuessa kuumille ja kuiville 
olosuhteille. Tämä kasvien ja hyönteisten suojamekanismi äärimmäisiä olosuhteita 
vastaan suojaa niiden solukalvoja sekä proteiineja, joita ne aineenvaihdunnassaan 
tarvitsevat.  
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Trehaloosin käyttöä lääketeollisuudessa on rajoittanut tähän saakka tämän disakkaridin 
valmistamisen korkea hinta (Jain ja Roy 2009). Käytön ennustetaan kuitenkin 
kasvavan, koska entsyymipohjainen menetelmä on kehitetty trehaloosin 
syntetisoimiseksi. Menetelmiä on kehitetty myös trehaloosin toisen ?-D-
glukoosiryhmän korvaamiseksi ?-D-galaktoosilla. Tätä yhdistelmää on laajalti todettu 
nisäkkäiden solukalvoilla. FDA on hyväksynyt tämän disakkaridin käytön apuaineena 
vuonna 2000. Schwegmanin ym. (2004) mukaan vuonna 2004 markkinoilla oli yksi 
valmiste, jossa kylmäkuivausformulaatiossa oli käytetty trehaloosia (trastutsumabi) ja 
yksi, jossa trehaloosi oli yhdistetty kiteytyvään mannitoliin (antihemofiilinen tekijä). 
 
Trehaloosi esiintyy kiteisessä muodossaan useassa polymorfimuodossa (Jain ja Roy 
2009). Ainakin kaksi kiteistä polymorfia tunnetaan, samoin useita kiteisen ja amorfisen 
muodon välimuotoja. Useimmiten kylmäkuivausformulaatioissa esiintyy 
dihydraattimuotoa, joka on huoneenlämmössä stabiili. Alle 85?C:en lämmössä 
tapahtuva dehydraatio muodostaa trehaloosista kiteisen anhydraatin, joka taas kykenee 
hydratoitumaan dihydraatiksi säilyttäen rakenteensa. Tämän ominaisuus parantaa 
trehaloosiformulaation säilyvyyttä ja stabiiliutta. 
 
Trehaloosin proteiineja stabiloiva vaikutus on samankaltainen kuin muidenkin 
disakkaridien kylmäkuivausprosessin aikana paitsi että se ei yleensä kiteydy (Crowe 
1996). Mikään vaikutus yksinään ei selitä trehaloosin stabiloivia ominaisuuksia mutta 
säilytyksen aikainen proteiinin stabilointi on trehaloosilla tehokkaampaa ja 
pitkäaikaisempaa johtuen sen amorfisesta rakenteesta sekä toisaalta 
dihydraattimuodostuksesta. Crowen (1996) mukaan 40 ?C:en  lämpötilassa  ja  58  %:n  
suhteellisessa ilmankosteudessa rehydraation seurauksena trehaloosi muuttuu 
dihydraatiksi. Dihydraatin muodostuminen estää lasisiirtymälämpötilan alenemisen, 
koska dihydraattimuodossa oleva vesi ei toimi pehmittimenä. Korkeammassa 
trehaloosikonsentraatiossa muodostuu dihydraatteja, alemmassa konsentraatiossa ei 
dihydraatteja muodostu.  
 
Trehaloosin lasisiirtymälämpötila Tg on korkein disakkaridien lasisiirtymälämpötiloja 
vertailtaessa, eri lähteistä riippuen sen todellinen lasisiirtymälämpötila (Tg) on noin 
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120?C (Crowe 1996). Lämpötilojen vaihtelu eri lähteissä voi johtua käytetyistä 
analyysimenetelmistä, jäännöskosteuden määrästä sekä näytteen sisältämistä 
epäpuhtauksista. Lasisiirtymälämpötila ei myöskään pääse paljoakaan laskemaan 
kylmäkuivauksen tai säilytyksen aikana johtuen dihydraattien muodostumisesta ja siitä, 
että säilytyksen aikainen kosteudelle altistuminen ei koskaan alenna 
lasisiirtymälämpötilaa säilytyslämpötilan alapuolelle. Kylmäkuivauksen aikana 
trehaloosi saavuttaa maksimaalisesti jäätymiskonsentroituneen lämpötilan (Tg`) noin     
-33 ?C:essa. Tämä voidaan määrittää DSC:n avulla.  
 
Trehaloosilla on myös korkean lasisiirtymälämpötilan lisäksi myös muita 
ominaisuuksia, jotka tekevät siitä tehokkaan stabiloijan kylmäkuivausformulaatioissa 
(Wang 1998). Näitä ovat alhainen hygroskooppisuus eli veden sidontakyky. Tällä on 
vaikutusta erityisesti proteiinin säilytyksen aikaiseen stabilointiin. Trehaloosi on inertti, 
mikä tekee siitä yhteensopivan useimpien muiden apuaineiden kanssa. Sillä on myös 
hyvä vetysidosten muodostamiskyky, joka osaltaan aiheutuu trehaloosimolekyylin 
yhtenäisestä molekyylirakenteesta sekä osaltaan omien, sisäisten vetysidosten 
puuttumisesta.  
 
 5.1.2. Trehaloosin merkitys proteiinin stabiloinnissa  
 
Kawain ja Suzukin (2007) mukaan trehaloosi on laktaattidehydrogenaasientsyymin 
stabiloinnissa tehokkaampi verrattaessa neljää eri disakkaridia (sakkaroosia, 
trehaloosia, maltoosia, laktoosia) keskenään. Lasisiirtymälämpötilan alapuolella 
entsyymin aktiivisuus väheni lämpötilaa ja ilmankosteutta nostettaessa. 
Trehaloosiformulaatiossa entsyymiaktiivisuus väheni suhteessa vähemmän. Paz-Alfaro 
ym. (2009) mukaan trehaloosi vähentää glukoosioksidaasientsyymin 
inaktivoitumisnopeusvakiota estämällä sen oksidatiivisia reaktioita. Tämän kautta 
trehaloosi kasvattaa entsyymin katalyyttistä tehoa. Entsyymin affiniteetti substraattiinsa 
paranee ilman havaittuja rakenteellisia tai toiminnallisia muutoksia. 
 
Trehaloosin stabilointitehokkuus on riippuvainen formulaatiossa käytetystä 
konsentraatiosta (Wang 1996). Carpenter ym. (1993) mukaan pienillä konsentraatioilla 
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(100 mM) trehaloosi ei yksinään suojaa jäädytysvaiheessa sillä pienillä 
konsentraatioilla sen kiteytyminen kasvaa. Formulaatioon lisättävä PEG pehmittimenä 
kohottaa lasisiirtymälämpötilaa, jolloin trehaloosin stabilointi paranee. Toisaalta myös 
konsentraation nostaminen tietyn rajan yli voi johtaa stabiloinnin heikkenemiseen tai 
destabilointiin kylmäkuivausprosessin aikana (Wang 1996). Carpenterin ja Crowen 
(1989) mukaan trehaloosipitoisuus 150 mg/ml:an asti kohottaa fosfofruktokinaasin 
biologisen aktiivisuutta. Pitoisuuden noustessa 400 mg/ml:an, entsyymi destabiloituu. 
Konsentraation nosto vaikuttaa alentavasti trehaloosin vetysidosten muodostuskykyyn, 
myös niiden liukoisuus laskee.  
 
Kaikkia proteiineja ei voida stabiloida trehaloosin avulla (Wang 1996). Neva ja Avis 
(1992) mukaan 5 % trehaloosi säilyttää laktaasidehydrogenaasin biologisen 
aktiivisuuden huonommin jäädytyksen aikana verrattuna sakkaroosiin. Tämä johtuu 
trehaloosin ja sakkaroosin avaruudellisen rakenteen eroista sekä sokeriketjujen 
sijoittumisesta molekyylien sisällä. Heller ym. (1996) mukaan trehaloosi ei kykene 
suojaamaan hemoglobiinia faasierottumiselta kylmäkuivausprosessin aikana. 
Faasierottumisen seurauksena syntyy uusia neste-neste-rajapintoja, jotka aiheuttavat 
hemoglobiinin denaturoitumisen. 
 
 
6. IMMUNOGLOBULIINIT MALLIPROTEIINEINA 
 
Kylmäkuivaustutkimuksissa käytetään erilaisia malliproteiineja testaamaan 
formulaation stabiloimisominaisuuksia tai prosessimuuttujien aiheuttamia muutoksia 
joko proteiinin sekundäärisessä rakenteessa ja/tai sen biologisessa aktiivisuudessa. 
Näitä muutoksia voidaan detektoida erilaisilla analyysimenetelmillä, esimerkiksi 
spektrometrisillä tai kromatografisilla menetelmillä. Tutkimuksissa verrataan saatuja 
tuloksia jo olemassa olevaan tietoon ja tehdään sen perusteella johtopäätöksiä 
havaituista muutoksista.   
 
Immunoglobuliinien molekyylipaino on noin 150 kDA ja niiden rakenne koostuu 
neljästä polypeptidiketjusta, jotka yhdistyvät toisiinsa disulfidi- ja ei-kovalenttisten 
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sidosten avulla Y:n muotoiseksi konformaatioksi (Vermeer ja Norde 2000). 
Polypeptidiketjut liittyvät yhteen muodostaen kaksi identtistä Fab-segmenttiä ja yhden 
Fc-segmentin. Fab-segmenttien päissä sijaitsee aktiiviset kohdat, joihin antigeeni voi 
sitoutua. Immunoglobuliini G kuuluu immunoglobuliinien ryhmään ja siitä on olemassa 
neljää eri alatyyppiä. Alatyypit eroavat toisistaan  Fab-segmenttien ja Fc-segmentin 
liitoskohdassa, joka vaihtelee pituudeltaan ja joustavuudeltaan eri alatyypeissä. 
Liitoskohdan erilaisuuden takia kullakin alatyypillä on omat rakenteelliset ja 
funktionaaliset ominaisuutensa. Vesiliuoksessa IgG on globulaarinen eli muuttuu 
pallomaiseksi johtuen hydrofobisten eli vettä hylkivien ketjujen suuntautumisesta kohti 
molekyylin keskustaa. 
 
Tutkimustyössä immunoglobuliinit (IgG) ovat yleensä monoklonaalisessa muodossa eli 
käytössä on jokin immunoglobuliinin alatyypeistä. Immunoglobuliinit ovat 
epästabiileja, aggregaatiolle alttiita proteiineja, joita tämän takia käytetään paljon 
malliproteiineina. Formulaatio ja kylmäkuivausprosessi kokonaisuudessaan vaikuttavat 
aggregaation ilmenemiseen. Stabilisaattoreiden, esimerkiksi trehaloosin, avulla voidaan 
proteiinin kylmäkuivauskestävyyttä parantaa, mutta on tunnettava ne kriittiset muuttujat 
sekä formulaatiovaiheessa että prosessin aikana, jotka vaikuttavat proteiinin 
stabiiliuteen. Tämä säästää aikaa ja kustannuksia empiiristen kokeilujen vähetessä.  
 
6.1. Formulaation ja kylmäkuivausprosessin vaikutus 
 
Ilman stabilisaattoria, immunoglobuliinit altistuvat monille stressitekijöille 
kylmäkuivausprosessin aikana ja aggregoituvat näiden seurauksena (Sarciaux ym. 
1999). Tutkimuksia näiden stressitekijöiden vaikutuksista on vähän, ja niiden tulkintaa 
vaikeuttaa eri immunoglobuliinien käyttö kuten myös vaihtelevat tutkimusolosuhteet. 
Tässä työssä keskitytään immunoglobuliineilla, erityisesti IgG-vasta-aineella, tehtyihin 
tutkimuksiin. 
 
IgG denaturoituu jäädytyksen aikana jää/proteiinikonsentraatti-rajapinnalle (Sarciaux 
ym. 1999). Kylmäkuivauksen aikana ja käyttövalmiiksi saattamisen yhteydessä siitä 
muodostuu ei-liukenevia aggregaatteja, joiden irreversiibeli luonne voidaan todeta 
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denaturantin, urean, avulla. Nopea jäädytys tuottaa paljon pieniä jääkiteitä, jonka 
seurauksena muodostuva rajapinta on suuri. Tällöin IgG denaturoituu helpommin ja 
muodostuvat aggregaatit ovat suurempia. Rajapinnan pienentäminen esimerkiksi 
hitaammalla jäädytyksellä pienentää muodostuneiden aggregaattien prosentuaalista 
osuutta jopa 20 %:lla. 
 
IgG:n konsentraatiolla on suuri merkitys sen stabiiliuden säilyttämisessä 
kylmäkuivausprosessin aikana (Sarciaux ym. 1999). Konsentraation lisäys johtaa 
muodostuvien aggregaattien määrän pienenemiseen. Vapaan veden määrä näytteessä 
lisääntyy kylmäkuivattavan IgG-konsentraation noustessa tiettyyn rajaan asti, vapaa 
vesi (1,25- 2,5 %) estää IgG:n ylikuivumisen ja sitä kautta sen vahingoittumisen. 
Sarciauxin ym. (1999) mukaan IgG:n konsentraation lisäys johtaa myös sen suhteellisen 
pinta-alan laskuun. Jäädytyksen aikana syntynyt rajapinta on saturoituva, jolloin vain 
pieni osuus  IgG:sta joutuu kontaktiin jääkiteiden kanssa ja denaturoituminen vähenee.  
 
Puskurien valinta vaikuttaa IgG:n aggregaatioon (Sarciaux ym. 1999). 
Kaliumfosfaattiformulaatio tuottaa vähemmän IgG-aggregaatteja verrattuna vastaavaan 
natriumfosfaattiformulaatioon. Natriumsuolan lisäys lisää natriumfosfaattipuskurin 
aiheuttamaa aggregaatiota  verrattuna puskurin yksinään aiheuttamaan aggregaatioon. 
Formulaatiota suunniteltaessa puskurin konsentraatio tulisi alentaa mahdollisimman 
alhaiseksi eikä suoloja pitäisi ollenkaan käyttää, ellei se ole tarpeellista.  
 
Pinta-aktiivisen aineen lisääminen formulaatioon vähentää merkittävästi IgG:n 
aggregaatiota, mutta ei estä sitä kokonaan lisätystä surfaktanttikonsentraatiosta 
riippumatta (Sarciaux ym. 1999). Pinta-aktiivinen aine lisätään formulaatioon joko 
ennen kylmäkuivausta tai vasta käyttövalmiiksi saattamisen yhteydessä.  Changin ym. 
(1996) mukaan pinta-aktiivisen aineen lisäys formulaatioon ennen jäädytysvaiheen 
aloitusta suojaa IgG:n sekundääristä rakennetta ja vähentää proteiiniaggregaattien 
syntymistä. Pinta-aktiivisen aineen lisäys vasta käyttövalmiiksi saattamisen yhteydessä 
vähentää myös proteiiniaggregaattien syntymistä, mutta vähäisemmässä määrin.  
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6.2. IgG:n stabilointi trehaloosin avulla 
 
Immunoglobuliini (IgG) on suhteellisen suurikokoinen proteiini, jolla on tilavuuteensa 
nähden pieni suhteellinen pinta-ala (Chang ym. 2005a). IgG on altis pH:n muutoksille, 
ja tästä syystä sen stabiilius saattaa kärsiä, erityisesti säilytyksen aikana. pH:n 
muutokset ovat seurausta pH-olosuhteista (ja käytetyistä puskureista) ennen 
kylmäkuivausprosessin alkua. Chang ym. (2005) mukaan IgG säilyy stabiilina 
trehaloosin kanssa formuloituna 25- 50 ?C:ssa. Tämä johtuu trehaloosin korkeasta 
lasisiirtymälämpötilasta (131 ?C). Yhdeksän viikon jälkeen trehaloosi stabiloi ja säilytti 
IgG:n sekundaarisen rakenteen yli 90 %:sesti.  
 
 Chang ym. (2005b) mukaan IgG:n stabiloinnissa trehaloosin dominoiva 
vaikutusmekanismi perustuu proteiinin natiivin rakenteen säilyttämiseen, tällöin 
pehmittimen, esimerkiksi sorbitoli, lisäys ei aiheuta muutoksia IgG:n stabiiliudessa, tai 
lisää sitä vähän. Samojen tutkijoiden mukaan jäännösveden määrän optimointi on myös 
oleellista kylmäkuivauksen aikana, ylikuivaaminen voi aiheuttaa kiinteässä tilassa 
olevalle IgG:lle stabiiliusongelmia liiallisen dehydraation seurauksena, trehaloosin 
lisäyksestä huolimatta. 
 
Denaturoitumislämpötilaa käytetään usein kuvaamaan proteiinin stabiiliuden säilymistä 
esimerkiksi kylmäkuivausprosessin aikana (Liu ym. 2009). Kun proteiini alkaa 
denaturoitua, sen viskositeetissa alkaa tapahtua muutoksia johtuen muutoksista 
proteiinimolekyylien välisissä interaktioissa, nämä muutokset voidaan detektoida. Liu 
ym. (2009) mukaan reologiaa voidaan käyttää IgG:n stabiiliuden tutkimiseen. 
Reometria-laitteen avulla mitataan kylmäkuivausformulaation viskositeetin muutoksia 
lämpötilan muutosten funktiona. Viskositeetin jyrkkä nousu tapahtuu noin 70 ?C:ssa, 
tässä sijaitsee IgG:n denaturoitumislämpötila. Lämpötilaa kohotettaessa viskositeetti 
kasvaa jyrkästi ja IgG denaturoituu pysyvästi. Tällöin proteiiniliuoksesta muodostuu 
maitomainen suspensio, jonka liukoisuus on erittäin huono. Trehaloosin lisäys aiheuttaa 
IgG:n denaturoitumislämpötilan nousun, 500 mg/ml -trehaloosikonsentraatiolla 
saavutetaan IgG:n denaturoitumislämpötilassa 9?C:en merkittävä nousu. Tämä osoittaa 
trehaloosin IgG:ia stabiloivan vaikutuksen.  
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7. LÄÄKEPROTEIINIEN ANALYYSIMENETELMÄT 
 
Tuotekehityksen aikana tarvitaan toisiaan täydentäviä analyysimenetelmiä, jotta näiden 
muutoksien aiheuttamia vaikutuksia proteiiniin voitaisiin detektoida. 
Analyysimenetelmien antamia tuloksia voidaan hyödyntää optimoitaessa proteiinin 
kylmäkuivaus- ja puhdistuskestävyyteen vaikuttavia parametrejä. 
 
7.1. DLS (Dynamic Light Scattering) 
 
Aggregaattien muodostuminen voi muodostua ongelmaksi proteiineja puhdistettaessa 
ja/tai kylmäkuivattaessa (Philo 2006). Näkyvien proteiiniaggregaattien todellinen osuus 
koko proteiininäytteestä on yleensä pieni, noin 0,01 %. Proteiiniaggregaateissa on ydin, 
jonka ympärille alkaa aggregoitua lisää proteiinimolekyylejä kasvavassa tahdissa. DLS 
on osoittautunut tehokkaaksi keinoksi erottaa nämä isot aggregaatit näytteestä, tällöin 
voidaan prosessiolosuhteita muuttamalla jäljittää aggregaattien syntyyn vaikuttavat 
parametrit ja optimoida ne. Partikkelien/aggregaattien kokomääritys voidaan DLS:ssa 
tehdä alueella 2 nm- 3 ?m. 
 
Nesteessä olevat hiukkaset (partikkelit) ovat jatkuvassa, satunnaisessa liikkeessä 
(Aulton 2002; Philo 2006). Tätä liikettä kutsutaan Brownin liikkeeksi. Mitä pienempi 
hiukkanen, sitä vilkkaampi liikehdintä. DLS perustuu lasersäteen aiheuttamaan 
sirontaan näytteestä, jolloin Brownin liikkeestä johtuvat sironneen valon intensiteetin 
muutokset mitataan  ja muutetaan laskennallisesti tietokoneohjelman avulla partikkelien 
halkaisijaksi (hydrodynamic diameter). Sironneen valon intensiteetin muutokset ovat 
suorassa suhteessa partikkelikokoon, joten DLS on herkkä tunnistamaan suurempia 
partikkeleita ja/tai aggregaatteja. Intensiteetin muutokset mitataan ajan funktiona, 
erikokoiset partikkelit aiheuttavat koolleen ominaiset intensiteetin muutokset tietyin 
aikavälein. Näin on mahdollista selvittää myös näytteen partikkelikokojakauma eli 
polydispersiteetti-indeksi. Mitä alempi polydispersiteetti-indeksi, sitä homogeenisempi 
näyte yleensä on. Toisaalta, alhainen polydispersiteetti-indeksi voi olla myös seurausta 
siitä, että näytteessä on suuria aggregaatteja, joiden intensiteetti on suuri. Tällöin 
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pienemmät partikkelit eivät detektoidu. Väliaineena käytetään yleensä vettä, jonka 
viskositeetti ja taitekerroin tarvitaan luotettavien DLS -tulosten laskemiseksi. 
 
DLS -mittauksissa ongelmaksi muodostuu sen huono resoluutio (Philo 2006). Sen 
avulla voidaan erottaa vain isommat aggregaatit, esimerkiksi proteiinien pienempiä 
oligomeerejä se ei kykene erottamaan toisistaan. DLS soveltuu täten erityisesti 
proteiininäytteen kvalitatiiviseen analysointiin, kvantitointi ei yleensä onnistu johtuen 
huonosta korrelaatiosta DLS:n mittaaman intensiteetin ja partikkelin todellisen 
molekyylipainon, ja täten osuuden koko näytteestä, välillä. DLS ei myöskään kykene 
erottamaan partikkelien kemiallista rakennetta, tällöin havaitut aggregaatit voivatkin 
olla esimerkiksi laitteessa tai näytteessä olevia vieraita hiukkasia, esimerkiksi pölyä. 
 
DLS:a on yleensä käytetty yhtenä analyysimenetelmänä, kun erilaisia IgG-
formulaatioita on altistettu useille mekaanisille stressitekijöille ja analysoitu näiden 
stressitekijöiden aiheuttamaa aggregaatiota (Hawe ym. 2009, Mahler ym. 2004). Hawen 
ym. (2009) mukaan 1mg/ml IgG-vesiliuoksessa, joka altistetaan sekä jäätymis-
sulamisstressille että lämmittämiselle, muodostuneiden aggregaattien koko on pienempi 
lämmityksen jälkeen (DLS:ssa alle 30 nm partikkelien keskikoko). Jäädyttämisen ja 
sulamisen jälkeen muodostuneet aggregaatit ovat selkeästi suurempia (DLS:ssa 
partikkelien keskikoko noin 190 nm). Mahler ym. (2004) mukaan mekaaniset 
stressitekijät vaikuttavat IgG-formulaation aggregoitumiseen. Magneettisekoituksen 
jälkeen muodostuu isoja aggregaatteja (DLS:ssa partikkelien keskikoko noin 130 nm), 
horisontaalinen tärinä ei aiheuta detektoitavia muutoksia DLS-mittauksissa vielä 48 
tunnin jälkeenkään. 
 
DLS:a on käytetty myös vertailevana analyysimenetelmänä tutkittaessa ja kehitettäessä 
entistä herkempiä proteiinin aggregaatioanalyysejä. Hawen ym. (2008) mukaan kahden 
kromatografisen analyysimenetelmän yhdistäminen (HP-SEC ja AF4) fluoresoivan 
väriaineen detektoimiseen perustuvaan metodiin antaa mahdollisuuden samanaikaisesti 
detektoida sekä termaalisen stressin aiheuttamaa aggregaatiota sekä IgG-monomeerien 
että -aggregaattien rakenteellisia muutoksia. DLS analyysimenetelmänä antaa yksinään 
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vain rajallisesti tietoa eikä kykene laadullisen tiedon antamiseen aggregaattien 
syntymekanismeista ja rakennemuutoksista. 
 
7.2. CD (Circular Dichroism) 
 
Proteiinin sekundäärisen ja tertiäärisen rakenteen muutoksia ja näiden muutosten 
vaikutusta proteiinin biologiseen aktiivisuuteen ja/tai stabiiliuteen voidaan tutkia ja 
arvioida CD:n avulla (Kelly ym. 2005; Pelton ym. 2000). CD:n avulla laimeaan 
proteiininäytteeseen kohdistetaan sekä oikealta että vasemmalta tasopolaroitua valoa eri 
aallonpituuksilla ksenon-lampun ollessa valonlähteenä. CD-signaali kyetään 
detektoimaan valoa absorboivan kromoforin ollessa kiraalinen eli optisesti aktiivinen,  
proteiinissa kromoforina toimii peptidisidos, aromaattinen aminohapposivuketju ja 
disulfidisidokset. Saatu CD-spektri kuvaa näytteen sekä vasemmalta että oikealta 
absorboiman tasopolaroidun valon erotuksen tietyssä aallonpituudessa ajan funktiona. 
Spektrin avulla voidaan määrittää tutkittavan proteiinin sekä tertiääristä että 
sekundääristä rakennetta, ?-heliksien ja ?-laskosten määrää ja keskinäistä suhdetta, 
vertaamalla spektriä olemassa oleviin, tunnistettujen proteiinien referenssispektreihin. 
 
CD antaa kvalitatiivista tietoa proteiinin rakenteesta usealla eri aallonpituusalueella 
(Kelly ym. 2005). Aallonpituuksissa 190 nm -250 nm saadaan tietoa tutkittavan 
proteiinin sekundäärisestä rakenteesta, tällä alueella tapahtuva valon absorptio johtuu 
pääasiassa peptidisidoksista, ?-helikseistä ja ?-laskoksista. Sekä liuottimena käytetty 
vesi että hapettumista ja otsonin muodostumista mittauksen aikana estävä typpikaasu 
alkavat absorboida merkittävästi ja aiheuttavat täten signaalia haittaavaa kohinaa ?190 
nm:ssa. Aallonpituusalueella 260 nm –320 nm voidaan havaita tertiäärisen rakenteen 
sormenjälkiä aromaattisten aminohappoketjujen absorboidessa voimakkaasti. Jokaisella 
aminohappoketjulla on sille ominainen aallonpituusprofiili, samoin niiden mobiliteetti 
ja avaruudellinen sijainti proteiinirakenteessa sekä niiden lähiympäristön polaarisuus 
vaikuttavat CD-signaalin muotoon ja intensiteettiin.  
 
Luotettavan CD-spektrin saamiseksi proteiininäytteen pitää olla konsentraatioltaan 
mahdollisimman laimea (Kelly ym. 2005; Pelton ym. 2000). CD:n detektori voi 
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saturoitua liian suurta konsentraatiota käytettäessä, sen mittauskyky heikkenee (high 
tension, HT). Yleensä CD-mittaukset tehdään konsentraatioalueella 0,01-0,2 mg/ml, 
tällöin minimoidaan konsentraatiosta riippuva näytteen aggregoituminen. 
Konsentraation määrittämisen jälkeen, esimerkiksi UV-spektrometrian avulla, näyte 
sentrifugoidaan tai suodatetaan 0,2 ?m suodattimen läpi mahdollisten aggregaattien tai 
vieraiden hiukkasten poistamiseksi, jotka voivat haitata CD-mittausta.  
 
CD-mittaus voidaan tehdä pH-olosuhteita vaihdellen, tai joko huoneenlämpötilassa tai 
nostamalla lämpötilaa (1 ?C/min), jolloin voidaan määrittää detektoitujen 
rakennemuutosten avulla esimerkiksi tutkittavan proteiinin denaturoitumislämpötila. 
Tämä tieto auttaa esimerkiksi kylmäkuivausprosessin optimointivaiheessa 
kuivaamislämpötiloja määritettäessä. Vermeer ym. (1998) mukaan +20 ?C:en 
lämpötilassa mitatussa natiivin IgG:n CD-spektrissä näkyy hallitseva määrä ?-laskoksia 
(76%).  Tutkijoiden mukaan natiivi IgG pysyy sekundäärisen rakenteensa osalta 
suhteellisen natiivina aina +65 ?C:eeseen saakka. Sen jälkeen ?-laskosten suhteellinen 
osuus alkaa laskea, vasta +80 ?C:essa ?-heliksien suhteellinen osuus alkaa nousta. ?-
laskosten ja ?-heliksien suhteellisen osuuden määrittäminen IgG:sta ei aina tuota yhtä 
prosentuaalista arvoa sillä eri tutkimuksissa käytetyistä IgG-alatyypeistä riippuen 
rakenteelliset eroavaisuudet voivat tuottaa erilaisia suhteellisia prosenttiosuuksia. Eri 
analyysimenetelmät tuottavat erilaisia tuloksia, samoin analysoitavissa näytteissä 
mahdollisesti olevat epäpuhtaudet saattavat vaikuttaa. Näistä syistä johtuen suhteelliset 
prosenttiosuudet saattavat lähteestä riippuen poiketa toisistaan 10-20 %:a. 
 
IgG:n rakenteen olennainen osa ovat polypeptidiketjut, joiden eri segmentit voidaan 
havaita CD:n avulla. Vermeerin ja Norden (2000) mukaan IgG:n denaturoituminen ja 
siitä seuraava aggregoituminen on seurausta näiden segmenttien itsenäisestä ja 
toisistaan riippumattomasta denaturoitumisesta. Erilaisissa pH- ja lämpötilaolosuhteissa 
CD:n avulla voidaan havaita IgG:n sekundäärisen rakenteen muutoksia ja sitä kautta eri 
segmenttien rakenteellisia muutoksia. Segmenteistä Fab on kaikkein herkin lämpötilan 
muutosten aiheuttamalle denaturoitumiselle kun taas Fc on herkempi pH:n muutoksille. 
Millä tavalla denaturoituminen tapahtuu, vaikuttaa myös muodostuvien aggregaattien 
rakenteeseen. Hawen (2009) mukaan lämpöstressillä on IgG:n sekä sekundääriseen että 
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tertiääriseen rakenteeseen suurempi vaikutus verrattuna jäädytys-sulamisstressiin. 
Hawen vuonna 2008  ilmestyneet tutkimustulokset fluoresoivan väriaineen käyttöön 
liittyvästä tutkimusmetodista tukevat uudempaa, vuonna 2009 ilmestynyttä, tutkimusta. 
CD:stä saadut spektrit kertovat lämpöstressin aiheuttamista muutoksista IgG:n 
sekundäärisessä rakenteessa, erityisesti lisääntyneestä ?-heliksien osuudesta. 
 
7.3. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)  
 
Puhdistusmenetelmän ja/tai kylmäkuivausprosessin optimointivaiheessa analysoidaan 
prosessoitavan proteiinin biologisen aktiivisuuden säilyminen sekä fysikaalisen että 
mekaanisen stressin jälkeen (Hartmann ym. 2004). Proteiinin biologinen aktiivisuus 
viime kädessä kertoo kuinka hyvin proteiini on säilyttänyt stabiiliutensa sekä kestänyt 
näiden stressitekijöiden vaikutukset. Proteiinin biologinen aktiivisuus määritetään 
detektoimalla sen sitoutumisaktiivisuus tiettyyn antigeeniin ELISA-testin avulla, tätä 
testiä voidaan myös hyödyntää proteiinin tunnistamisessa. ELISA-testi voidaan tehdä 
myös kokonaisia soluja hyväksikäyttäen.  
 
ELISA-testissä vasta-aine eli immunoglobuliini sitoutuu tiettyyn sille herkkään 
antigeeniin (Hartmann ym. 2004). Spesifinen antigeeni ja immunoglobuliininäyte 
pipetoidaan kuoppalevylle vaiheittain, jokaisen vaiheen jälkeen kuoppalevyt pestään 
pesuliuoksella, jolloin antigeeniin sitoutumattomat, ei-aktiiviset immunoglobuliinit 
poistetaan. Muodostuneeseen vasta-aine–antigeeni -yhdistelmään liitetään 
indikaattorientsyymi, kuten piparjuuriperoksidaasi (HRP), jonka avulla muodostuu 
yhdiste, joka on mitattavissa. Mittauksessa hyödynnetään UV-spektrometriaa, jolloin 
saadaan selville näytteessä oleva immunoglobuliinipitoisuus. Muodostuneen yhdisteen 
pitoisuus kuvastaa suoraan vasta-aineen konsentraatiota alkuperäisessä näytteessä, tästä 
voidaan laskea kuinka paljon biologisesti aktiivista immunoglobuliinia on jäljellä (%).  
 
Elintarviketeollisuudessa ELISA-testiä on käytetty paljon tutkittaessa IgG:n biologista 
aktiivisuutta erilaisia mikrobipatogeeneja (taudin aiheuttajia) kohtaan ja täten 
immunoglobuliinin mahdollista käyttöä immunoterapiana esimerkiksi 
suolistosairauksien hoidossa. McConnellin ym. (2000) mukaan IgG:n aktiivisuus on 
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parempi eristettäessä se suoraan ternimaidosta ensimmäisen 20-48 tunnin aikana 
vasikoimisesta. Ternimaidon prosessointi jauheeksi sumukuivausmenetelmällä 
mahdollistaa IgG:n aktiivisuuden säilymisen ja kaupallistamisen funktionaaliseksi 
elintarvikkeeksi. Li ym. (2003) mukaan erityisesti IgG:n aktiivinen kohta, jolla se 
kykenee sitoutumaan antigeeniin, on altis lämmön muutoksille esimerkiksi ternimaidon 
pastöroinnin tai steriloinnin aikana ja sen stabiilius saattaa prosessoinnin seurauksena 
heiketä huomattavasti.  
 
Lääketeollisuudessa ELISA-testiä on käytetty tutkittaessa malliproteiinin, IgG:n, 
biologisen aktiivisuuden säilymistä. Hartmann ym. (2004) mukaan IgG:n biologinen 
aktiivisuus  muuttuu lämpöstressin seurauksena käytettäessä sekä solupohjaista että 
liuospohjaista ELISA-menetelmää. ELISA:a on käytetty IgG:n pitoisuuden 
määrityksessä sen jälkeen, kun se on eristetty lehmän seerumista (Venkiteshwaran ym. 
2008). Tällä tavoin määritetään IgG:n puhtausaste ennen mikrofiltraation avulla 
tapahtuvaa eristämistä sekä eristämisen jälkeen.  
 
ELISA:n heikkoutena voidaan pitää variaatioiden syntymistä, myös toistettavuuden 
kanssa voi tulla ongelmia, sillä testi tehdään joka kerran uusilla kuoppalevyillä. 
Variaatiot standardinäytteiden laadussa vaikuttavat myös saatuihin tuloksiin. ELISA-
testin luotettavuutta voidaan parantaa tekemällä tutkittavista näytteistä useita toistoja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 43 
 
  
III KOKEELLINEN OSA 
 
8. TYÖN TAVOITE 
 
Terapeuttisten proteiinien formulointiin ja valmistamiseen liittyy perusongelma, joka ei 
ole riippuvainen proteiinin alkuperästä tai valmistustekniikasta: kemiallinen ja 
fysikaalinen epästabiilius. Epästabiili proteiini on alttiimpi sen mikroympäristössä 
tapahtuville muutoksille jonka seurauksena se saattaa aggregoitua ja sen 
kolmiulotteinen rakenne voi muuttua. Biologinen aktiivisuus saattaa vähentyä 
oleellisesti tai se voi kokonaan hävitä.  
 
Työn tavoitteena oli määrittää lehmän seerumista eristetyn gammaglobuliinin (IgG) 
suodatus- ja kylmäkuivauskestävyyteen vaikuttavia parametrejä ja optimoida näitä 
prosesseja siten, että IgG:n stabiilius säilyisi mahdollisimman hyvin. Kokeiden aikana 
IgG:n suodatuskestävyyttä pyrittiin parantamaan lisäämällä suodatinliuokseen pinta-
aktiivista ainetta, polysorbaatti 20. Kylmäkuivauskestävyyden parantamiseen pyrittiin 
lisäämällä kylmäkuivattavaan liuokseen disakkaridia, trehaloosia. Trehaloosi valittiin 
sen muita disakkarideja  korkeamman lasisiirtymälämpötilan vuoksi. 
 
 
9. MATERIAALIT 
 
9.1. IgG 
 
Suodatuskokeissa käytetty IgG (Innovative Research, USA) oli kylmäkuivattu, kiinteä 
valmiste, joka ennen suodatusta liuotettiin joko puhdistettuun veteen (MilliRO?) tai 
0,005 % / 0,01 % polysorbaatti 20 -liuokseen. Ennen suodatuksen alkua sekä 
suodatuksen jälkeen ennen analysointia IgG-liuos suodatettiin steriilin 0,2?m-
kertakäyttösuodattimen (Acrodisc? 32mm Syringe Filter with Supor? membrane, Pall 
Corporation, USA) läpi suurten aggregaattien poistamiseksi sekä analyysien 
helpottamiseksi. IgG-pitoisuus oli suodatuskokeiden alkaessa 1 mg/ml. Suodatuksen 
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jälkeistä IgG-pitoisuutta ei määritetty, sillä luotettavaa pitoisuuden määritysmenetelmää 
ei löydetty. 
 
Kylmäkuivauskokeissa käytetty IgG oli nestemäisessä muodossa (Innovative Research, 
USA), pitoisuuden ollessa 10 mg/ml. IgG:n lisäksi kaupallisessa liuoksessa oli lisätty 
0,001M natriumfosfaattipuskuria sekä 0,015 M natriumkloridia. Kokeita varten 
nestemäinen IgG laimennettiin vahvuuteen 1mg/ml käyttäen liuottimena puhdistettua 
vettä (MilliQ?) tai trehaloosi-liuosta . Ennen kokeiden alkua laimennettu IgG-liuos 
suodatettiin 0,22 ?m-kertakäyttösuodattimen läpi. 
 
Sekä TFF-suodatuksessa käytetty kylmäkuivattu IgG että kylmäkuivauskokeissa 
käytetty nestemäinen IgG oli polyklonaalista, se koostui kaikista neljästä IgG:n 
alatyypistä, joilla on kullakin omat ominaispiirteensä, esimerkiksi rakenteen joustavuus 
tai jäykkyys. 
 
9.2. Polysorbaatti 20 
 
Suodatuskokeissa käytetty nestemäinen polysorbaatti 20 (Tween20?, Fluka Chemika, 
Sveitsi) on ei-ionisoituva pinta-aktiivinen aine, joka liukenee hyvin veteen. 
Suodatuskokeita varten Tween20? laimennettiin ensin 0,1 %:seksi kantaliuokseksi 
käyttäen liuottimena MilliRO?-vettä. Koska Tween20? kriittinen misellikonsentraatio 
on ?0,1 %, tehtiin kantaliuoksesta edelleen laimennokset 0,01 % ja 0,005 %.  
 
Kylmäkuivauskokeissa Tween20? jätettiin formulaatiosta pois, koska polysorbaatin 
merkitys kylmäkuivauksessa on vähäisempi. Samoin se voi haitata mahdollisten 
muutosten havaitsemista kokeiden aikana. Formulaatio haluttiin pitää 
kylmäkuivauskokeissa mahdollisimman yksinkertaisena. 
 
9.3. Trehaloosi 
 
Trehaloosi oli maksimaalisesti jäätymiskonsentroitunut –32 ?C:essa, tähän lämpötilaan 
määritettiin trehaloosin lasisiirtymälämpötila (Tg`) DSC:n avulla. 
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Kylmäkuivauskokeissa käytetty trehaloosi oli dihydraattimuodossa (SIGMA 
Chemicals, Australia). Ennen kokeiden aloittamista  trehaloosista tehtiin ensin 200 ml:n 
kantaliuos punnitsemalla ennalta laskettu määrä trehaloosidihydraattia. Tämä liuotettiin 
MilliQ?-veteen. Tällöin kantaliuoksen pitoisuudeksi saatiin 5,55 mg/ml. Jokaista 
kylmäkuivauserää varten tarvittiin 27 ml trehaloosi-kantaliuosta, johon lisättiin 3ml 
nestemäistä IgG-liuosta. Trehaloosipitoisuudeksi saatiin tällöin 5 mg/ml.  
 
 
 
10. MENETELMÄT 
 
 
10.1. TFF-suodatus (Tangential Flow Filtration) 
 
Suodatuskokeet toteutettiin kuvassa 6 näkyvällä laitteistolla (Pall Minimate?). 
Puoliläpäisevänä membraanina käytettiin polyeetterisulfonoitua, ultrafiltraatioon 
soveltuvaa Omega 100K Minimate? TFF Capsule-kasettia (Pall Corporation, USA), 
joka on modifioitu hydrofiiliseksi ja jolla on erittäin hyvä proteiinin retentoimiskyky. 
Suodatusneste kulkee kasetin lävitse syöttökanavassa, jota puoliläpäisevä membraani 
ympäröi.  
 
 
Kuva 6. Suodatuskokeissa käytetty laitteisto (Pall Minimate?). Kuvassa keskellä näkyy 
Omega 100K Minimate? TFF Capsule-kasetti, josta muodostuva suodos johdetaan 
filtraattilinjaa pitkin erilliseen suodosastiaan. Retentaattiliuos kiertää retentaattilinjan 
kautta vasemmalla näkyvään astiaan ja siitä ensin laitteen ja sitten taas kasetin läpi. 
Vasemmalla näkyvään keltaiseen astiaan yhdistettiin vielä johdon avulla erillinen 
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dekantterilasi, jossa oli joko pelkkää vettä (MilliRO?) tai polysorbaatti 20 –liuosta. 
Tällä tavoin korvattiin suodatuksen aikana filtraattilinjaa pitkin poistunut suodoksen 
määrä.  Painemittari näkyy kasetin takana. 
 
Suodatuskokeista tehtiin koekaavio, mikä näkyy kuvassa 7. Koesarjan aikana 
vaihdeltiin sekä suodatuspainetta että polysorbaatti 20 –pitoisuutta. Ennen jokaisen 
suodatuskokeen alkua, kasetti puhdistettiin ensin ajamalla sen läpi 500 ml puhdistettua 
vettä (MilliRO?). Kasetin eheys ja toimintakyky varmistettiin kokeiden aikana kahteen 
kertaan. Puhdistuksen jälkeen valmistettiin suodatettava IgG-liuos (50 millilitraa) ja 
ruiskutettiin se steriilin 0,2?m-kertakäyttösuodattimen (Acrodisc? 32 mm Syringe 
Filter with Supor? membrane, Pall Corporation, USA) läpi keltaiseen astiaan. Lisäksi 
tehtiin 10 millilitran näyte ELISA -testiä varten. Erilliseen dekantterilasiin lisättiin 
koekaavion mukaan joko puhdistettua vettä (MilliRO?) tai kantaliuoksesta laimennettua 
polysorbaatti 20 –liuosta. Pumpun nopeus asetettiin 5 kierrokseen minuutissa. 
 
 
Kuva 7. TFF -suodatuskokeiden koekaavio. 
 
Laite käynnistettiin ja suodatettavan nesteen annettiin ensin kulkea retentaattilinjaa 
pitkin filtraattilinjan ollessa kiinni. Noin 5 minuutin jälkeen retentaattilinjaa alettiin 
sulkea sulkuventtiilin avulla siten, että ulkoinen paine nousi koekaaviossa haluttuun 
paineeseen. Samalla fitraattilinjan sulkuventtiiliä alettiin vähitellen avata siten, että 
suodosta alkoi tulla. Filtraatin muodostumisnopeutta seurattiin koko suodatuksen ajan, 
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se pyrittiin pitämään nopeudessa 3 ml/min. Myös painetta seurattiin, tarvittaessa 
säädettiin retentaattilinjan sulkuventtiiliä. 
 
Suodatuskokeet vakioitiin kestämään 2 tuntia. Tasan 2 tunnin jälkeen mitattiin saatu 
diavolyymi (suodoksen määrä). Diavolyymin mittauksen jälkeen suoritettiin IgG:n 
konsentrointi, jonka avulla membraanin pinnalle jääneet proteiinit saatiin mukaan 
lopulliseen saantoon. Erillisestä dekantterilasista, jossa oli joko puhdistettua vettä 
(MilliRO?) tai polysorbaatti 20- liuosta, otettiin johto pois. Tällöin suodoksen määrä ei 
enää korvautunut. Erilliseen mittapulloon kerättiin 20 ml suodosta filtraattilinjan kautta. 
Tämän jälkeen laite (=pumppu) suljettiin, samoin filtraattilinja. Retentaattilinja avattiin, 
laite käynnistettiin ja loppu IgG-liuos (30 ml) kerättiin pieneen dekantterilasiin. 
Keräyksen jälkeen laite taas suljettiin ja lisättiin koekaavion mukaisesti  20 ml joko 
puhdistettua vettä tai polysorbaatti 20 –liuosta keltaiseen astiaan filtraattilinjan ollessa 
edelleen suljettuna. Laite käynnistettiin ja lisättyä nestettä kierrätettiin avatun 
retentaattilinjan kautta 5 minuuttia. Tämän jälkeen kierrätetty liuos kerättiin jo kerätyn 
IgG-liuoksen joukkoon, linjat tyhjennettiin. Näin lopullinen saanto oli 50 ml.  IgG-liuos 
analysoitiin heti suodatuksen jälkeen, kun se oli ensin suodatettu 0,2?m-
kertakäyttösuodattimen läpi. 
 
Suodatuskokeen jälkeen kasetti puhdistettiin ensin 0,5M NaOH:lla, sen jälkeen 
puhdistetulla vedellä. Viimeiseksi kasetti täytettiin 0,1M NaOH:lla säilyvyyden 
parantamiseksi ja kontaminoitumisen estämiseksi. Kasetti säilytettiin jääkaapissa.   
 
10.2. Kylmäkuivaus 
 
Kylmäkuivauskoesarjassa kylmäkuivauksia tuli yhteensä 11 kappaletta (Kuva 8). 
Koesarjan aikana vaihdeltiin primäärikuivauspainetta sekä sekundäärikuivauksen 
lämpötilan nostonopeutta. Koesarjasta jätettiin yksi kylmäkuivauskerta huomioimatta 
analyysien tulosten tulkinnassa, tämä johtui kylmäkuivaimen katkaistua 
sekundäärikuivauksen liian aikaisin. Näitä tuloksia käytettiin kuitenkin hyväksi 
johtopäätöksiä tehtäessä, sillä kesken jääneestä kuivauksesta saatiin arvokasta tietoa 
IgG:n käyttäytymisestä kylmäkuivauksen aikana. 
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Kuva 8. Kylmäkuivauskokeiden koekaavio. 
 
 Jäädytysvaiheen parametrit pidettiin vakioina koesarjan aikana. Jäädytyslämpötilaksi 
valittiin -40?C, joka alitti trehaloosin lasisiirtymälämpötilan. Jäädytysvaihe kesti 180 
minuuttia (3 tuntia), jotta varmistettiin kaiken liuottimen (veden) kiteytyminen. 
Jäädytysnopeus oli täten noin 2,7 ?C/min. 
 
Primäärikuivauspaineen yksikkönä käytettiin tässä työssä millitorreja (mTorr).  
1 mTorr= 1,3332 mbar 
 eli  
20 mTorr= 26,64 mbar, 60 mTorr= 79,99 mbar, 100 mTorr= 133,32 mbar. 
Tästä eteenpäin työn loppuosassa käytetään primääripaineen yksikkönä millitorreja. 
  
Primäärikuivauksen kokonaiskesto määritettiin siten, että esikokeena tehtiin 
kylmäkuivaus parametreillä: hyllyn lämpötila –25 ?C ja 50 mTorr kammiopaine. Tämän 
perusteella pystyttiin määrittämään primäärikuivauksen päätepiste näytteiden 
keskiarvolämpötilojen perusteella noin 10 tuntiin. Tähän lisättiin 5 tuntia, jotta voitiin 
eliminoida näytteiden eriaikaisesta kuivumisesta aiheutuva vääristymä. 
Primäärikuivauksen kokonaiskesto oli siis 900 minuuttia (15 tuntia). Lämpötila 
pidettiin -25?C:essa koko primäärikuivauksen ajan. 
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Primäärikuivauksen aikainen kammiopaine valittiin yhdeksi muuttujaksi koesarjan 
aikana. Kammion paineolosuhteet vaikuttavat jääkiteiden höyrynpaineen suuruuteen ja 
täten sublimaationopeuteen. Kammiopaineen muutokset vaikuttavat myös tuotteen 
lämpötilaan, sen mahdolliseen kollapsoitumiseen ja epätäydelliseen kuivumiseen. 
Paineiksi valittiin esikokeiden perusteella 20 mTorr, 60 mTorr ja 100 mTorr. 
 
Sekundäärikuivauksen lämpötilan nostonopeus valittiin toiseksi muuttujaksi koesarjan 
aikana. Primäärikuivauksen päätyttyä hyllyn lämpötilaa nostettiin +40 ?C:eseen 15 
tunnin aikana eri nopeuksilla: 5 ?C/h, 30 ?C/h tai 60 ?C/h. Tällä tavoin haluttiin 
selvittää miten IgG:n aggregoitumistaipumus ja stabiilius muuttuu, kun sitä pidetään 
+40 ?C:essa eripituisia aikoja lämpötilan nostonopeudesta riippuen. +40 ?C:en 
lämpötila valittiin, koska tämä lämpötila on IgG:lle yleensä vahingollinen ja tässä 
lämpötilassa mahdolliset erot stabiiliudessa ja aggregoitumisessa saataisiin selkeästi 
esille. Sekundäärisen kuivauksen aikana kammion paine pidettiin 60 mTorr:ssa. 
 
Kylmäkuivauskokeet toteutettiin kuvassa 9 näkyvällä laitteistolla (Lyostar II?, FTS). 
Näyteliuoksia tehtiin kaksi. Toiseen näytepulloon mitattiin 3 ml kaupallista IgG-liuosta 
(vahvuus 10 mg/ml) ja 27 ml trehaloosiliuosta (vahvuus 5,55 mg/ml), toiseen 
näytepulloon mitattiin 3 ml IgG kaupallista IgG-liuosta (vahvuus 10 mg/ml) ja 27 ml 
puhdistettua vettä (MilliQ?). Toisesta näytepullosta pipetoitiin 1 ml valmistettua liuosta 
25 näytevialiin, sama pipetointi tehtiin myös toisesta näytepullosta. Näytevialeja oli siis 
yhteensä 50 kappaletta. Näytepulloihin  jääneestä 5 millilitrasta määritettiin ELISA-
testin avulla sekä näyteliuoksen pitoisuus että biologinen aktiivisuus.  
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Kuva 9. Kylmäkuivain (Lyostar II?, FTS). Kylmäkuivaimen yläosassa on hyllyt, johon 
näytevialit asetettiin. Kuivaimen alaosassa on kondensaattori, johon sublimaation 
aikana ohjautuu jääkiteistä vapautunut vesihöyry. 
 
Näytevialit laitettiin keskimmäiselle hyllylle satunnaiseen järjestykseen  ja ne 
ympäröitiin 1 ml:n vesivialeilla. Lämpötila-anturit asetettiin 9 näytevialiin näytteiden 
lämpötilojen seuraamiseksi. Vialien kumitulpat kuivattiin ennen vialien sulkemista 
erillisessä vakuumissa, +70 ?C lämpötilassa ja 200 mTorr paineessa 1 tunnin ajan. 
Kylmäkuivaussyklin alkaessa kammion ovi suljettiin tiiviisti ja se peitettiin 
alumiinifoliolla tasaisemman lämmönjohtumisen turvaamiseksi.  
 
Syklin päätyttyä vialit poistettiin kylmäkuivaimesta ja ne suljettiin alumiinikapseleilla. 
Näytevialit säilytettiin jääkaapissa siihen asti, kunnes ne analysoitiin.  Analyysejä 
varten kylmäkuivattu IgG uudelleen liuotettiin 1 ml  MilliQ?-vettä ja annettiin seistä 
vähintään 1 tunnin ajan, koska IgG:n biologinen aktiivisuus alkaa liuotuksen jälkeen 
viiveellä. Analyyseihin näytevialit valittiin sattumanvaraisesti pois lukien ne 
näytevialit, joissa oli kylmäkuivauksen aikana lämpötila-anturit. Lämpötila-anturit 
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voivat muuttaa IgG-näytteiden kuivumiskäyttäytymistä ja vääristää tuloksia, joten niitä 
ei analyyseihin valittu. 
 
10.3. Analyysit 
 
Analyysien tarkoituksena oli mitata IgG:n stabiiliutta eri parametreillä tehtyjen sekä 
suodatus- että kylmäkuivauskokeiden jälkeen. Tarkoituksena oli näiden avulla saada 
mahdollisimman monipuolista tietoa siitä, minkälaisilla parametreillä IgG säilyttäisi 
stabiiliutensa ja biologisen aktiivisuutensa kaikkein parhaiten. Näytteiden esikäsittely 
analyysejä varten tehtiin aina samalla tavoin riippumatta siitä, oliko kyseessä 
suodatuksen tai kylmäkuivauksen jälkeinen analyysi. Ainoa ero esikäsittelyssä oli 
kylmäkuivatun näytteen uudelleenliuotus ja 1 tunnin seisotus ennen analysointia, 
suodatuksen jälkeen tätä ei tehty. 
 
 10.3.1. DLS (Dynamic Light Scattering) 
 
Kustakin valitusta näytevialista pipetoitiin uudelleenliuottamisen ja tunnin seisotuksen 
jälkeen 2 ml muoviseen polystyreenikyvettiin. Kyvetteihin laitettiin korkki päälle 
ilmakuplien syntymisen ehkäisemiseksi minkä jälkeen kyveteissä olevien näytteiden 
annettiin stabiloitua laitteessa (Zetasizer 3000 Hsa, Malvern, Switzerland) 10 minuuttia, 
jotta näyte olisi +25 ?C ja mittaus luotettava. Mahdolliset pölyhiukkaset pyrittiin 
poistamaan sekä laitteesta että kyvetin ulkopinnalta ennen mittauksen alkamista. 
Näytteen tiedot syötettiin tietokoneohjelmaan, veden viskositeetti saatiin kirjallisuuden 
perusteella. DLS -mittauksia varten valittiin yhteensä 4 näytevialia kustakin 
kylmäkuivaussyklistä, 2 trehaloosia sisältävää näytevialia ja 2 ei-trehaloosia sisältävää 
näytevialia. TFF-suodatuksen jälkeen mitattavia näytteitä oli yhteensä 3. Kunkin 
näytevialin DLS -mittaus kesti yhteensä noin 30 minuuttia. Saaduista tuloksista 
tietokoneohjelma laski partikkelien keskimääräinen halkaisijan (Zave nm) sekä 
polydispersiteetti-indeksin (pi). 
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 10.3.2. CD (Circular Dichroism) 
 
Kylmäkuivatut  IgG-näytteet laimennettiin pitoisuuteen 0,1 mg/ml, liuottimena 
käytettiin MilliQ?-vettä. Laimennos tehtiin Eppendorfissa pipetoimalla sinne  
100 mikrolitraa liuotettua IgG-liuosta ja 900 mikrolitraa MilliQ?-vettä. CD-spektrit 
(nollanäytteet) kerättiin myös MilliQ?-vedestä, kaupallisesta nestemäisestä IgG:sta sekä 
trehaloosiliuoksesta, jotta voitiin arvioida niiden vaikutusta kylmäkuivattuun IgG-
spektriin. Laimennettua näytettä pipetoitiin 200 mikrolitraa 1 millimetrin paksuiseen 
kvartsikyvettiin ja mittaus suoritettiin Jasco J-720 CD-spektrometrillä +25 ?C:essa 
(Jasco Inc., Easton, Maryland, USA). CD-spektri kerättiin jatkuvalla 
skannausmenetelmällä aallonpituusalueella 250-190 nm skannausnopeuden ollessa 50 
nm/min, vasteen mittausnopeuden 1 sekunti ja mittausvälin 0,2 nm. Yhdestä näytteestä 
kerättiin spektri aina 5 kertaan.  
 
Spektristä poistettiin taustakohina, saatua spektriä verrattiin referenssispektriin ja siitä 
laskettiin ?-laskosten ja ?-heliksien suhteellisen prosenttiosuuden muutokset K2D2-
tietokoneohjelmalla (Perez-Iratxeta ja Andrade-Navarro 2008). Prosenttiosuuksien 
määrittämistä varten spektristä saadut asteluvut mitatuissa aallonpituuksissa piti ensin 
muuttaa elliptisyysyksiköiksi ? käyttämällä seuraavaa kaavaa: 
 
?= ?(mdeg * MRW) : (d(kyvetti) * c(IgG))? / 3298,  
 
mdeg= CD-mittauksesta saatu asteluku 
MRW=  M(IgG) : IgG peptidisidosten määrä 
d= halkaisija (cm) 
c= konsentraatio (mg/ml) 
 
 10.3.3. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 
 
IgG:n biologinen aktiivisuus in vitro määritettiin valmiin ELISA analyysikitin (Bovine 
IgG ELISA Quantitation set, Bethyl Laboratories Inc. Texas, USA) ohjeiden mukaan. 
ELISA tehtiin suodatus- ja kylmäkuivauskokeiden aikana jokaisesta näytteestä kerran. 
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Kuoppalevypipetoinneissa käytettiin robottityöasemaa (TECAN Genesis RSP 8/150, 
Tecan Trading AG, Switzerland). Näytteiden ja standardiliuosten laimennokset tehtiin 
käsin pipetoiden Finnpipeteillä. 
 
Tarvittavat kuoppalevyt päällystettiin ensin IgG:a sitovan antigeenin 
bikarbonaattipuskuriliuoksella (pH 9,6).  Tätä liuosta pipetoitiin 100 mikrolitraa 
kuoppalevyille, inkuboitiin 1 tunnin ajan huoneenlämmössä ja pestiin viiteen kertaan. 
Tämän jälkeen kuoppalevyille lisättiin 200 mikrolitraa laimennettua polysorbaatti 20 –
liuosta IgG:n kiinnittymisen parantamiseksi. Tätä liuosta inkuboitiin 30 minuuttia ja 
tämän jälkeen pestiin viiteen kertaan. 
 
Näytteiden tarkkaa pitoisuusmääritystä varten tehtiin ohjeiden mukaan yhdeksän 
standardiliuosta pitoisuusvälille 0 ng/ml- 500 ng/ml ja pipetoitiin kuoppalevyille. 
Jokaisesta kylmäkuivaussyklistä valittiin sattumanvaraisesti yhteensä 6 näytevialia, 
sekä trehaloosia että ei-trehaloosia sisältävistä näytevialeista kummastakin 3. Kustakin 
näytevialista pipetoitiin näytteet neljälle kuoppalevylle uudelleenliuottamisen sekä 
tunnin seisottamisen jälkeen. Alkuperäiset kylmäkuivatut näytteet (pitoisuus 1 mg/ml) 
laimennettiin Eppendorfeissa siten, että oletettu pitoisuus oli 100 ng/ml. Lisäksi 
analysoitiin samalla laimennoksella näytteet kylmäkuivaamattomista liuoksista. 
Jokaista näytettä pipetoitiin kuoppalevyille 100 mikrolitraa, inkuboitiin 
huoneenlämmössä 1 tunnin ajan ja pestiin 5 kertaan. 
 
100 mikrolitraa laimennettua HRP-detektioliuosta (piparjuuriperoksidaasi) pipetoitiin 
kuoppalevyille, inkuboitiin huoneenlämmössä 1 tunnin ajan ja pestiin 5 kertaan. Tämän 
jälkeen pipetoitiin 100 mikrolitraa TMB-substraattiliuosta ja annettiin sinisen 
värireaktion kehittyä pimeässä huoneessa. Reaktio pysäytettiin 15 minuutin jälkeen 
lisäämällä kuoppalevyihin 100 mikrolitraa 0,18 M rikkihappoa, jolloin väri muuttui 
keltaiseksi. Kun reaktion pysäyttämisestä oli kulunut 30 minuuttia, tulokset luettiin 
Varioskan 3001-kuoppalevynlukijalla aallonpituuden ollessa 450 nm (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Massachusetts, USA). Standardisuoralle laskettiin yhtälö SigmaPlotin 
avulla, jolloin näytteiden todelliset pitoisuudet saatiin laskettua. Näiden pitoisuuksien 
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avulla voitiin laskea biologisesti aktiivisen IgG:n prosenttiosuus 
kylmäkuivaamattomaan näytteeseen verrattuna. 
 
10.4. Tilastollinen analyysi 
 
Koekaavioiden tekemisessä ja tilastollisessa tulosten analysoinnissa käytettiin apuna 
Modde- tietokoneohjelmaa (Umetrics 2010). Ohjelman toiminta perustuu 
monimuuttuja-analyysiin, joka muuttaa jopa tuhannesta muuttujasta saadun datan 
yksinkertaiseen, helposti tulkittavaan muotoon. Tilastollinen merkittävyys saadaan 
selville MLR:n (multiple linear regression) regressioarvoihin ja luottamusrajoihin. 
Tulokset olivat tilastollisesti merkittäviä, kun regressiokerroin oli >1. Luottamustaso oli 
0,95.  
 
Modde auttaa myös käytännön koesuunnittelussa ja koejärjestelyjen tekemisessä 
(Umetrics 2010). Se laskee syötettyjen muuttujien perusteella optimaalisen tarvittavien 
kokeiden määrän. Moddea käytettiin suunniteltaessa sekä suodatus- että 
kylmäkuivauskokeiden käytännön toteutusta ja tehtäessä varsinaisia koekaavioita. 
ELISA-tulosten tilastollisessa analysoinnissa käytettiin apuna paritonta t-testiä. 
 
 
11. TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 
 
11.1 TFF-suodatuksen esikokeet 
 
Ennen varsinaisten suodatuskokeiden alkua tehtiin esikokeita, joiden aikana tutustuttiin 
käytettyjen apuaineiden ja kylmäkuivatun IgG:n ominaisuuksiin ja käyttäytymiseen 
suodatuksen aikana erilaisten analyysimenetelmien avulla. Samalla tutustuttiin työssä 
käytettävään suodatuslaitteistoon ja sen toimintaperiaatteisiin. Immunoglobuliinin TFF-
suodatuksesta ei löytynyt aiempaa kirjallisuutta vastaavilla parametreillä ja alhaisella 
IgG-konsentraatiolla toteutettuna, joten vertailujen tekeminen kirjallisuuden kanssa oli 
tämän vuoksi hankalaa.  
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Pinta-aktiivista ainetta valittaessa testattiin sekä polysorbaatti 20 että polysorbaatti 80, 
koska molempia on proteiinitutkimuksissa paljon käytetty. Polysorbaatti 80 osoittautui 
suodatuksen aikana huonommaksi vaihtoehdoksi kuin polysorbaatti 20, sillä se 
pitkäketjuisena ja hydrofobisena aineena tarttuu puoliläpäisevän membraanin pintaan. 
Tämä havaittiin suodatuksen aikana selkeänä paineen nousuna, kun retentaattilinja 
suljettiin.  Myös vesiliukoisuus on polysorbaatti 20:lla parempi, magneettisekoitusta ei 
tarvittu. 
 
Esikokeiden aikana DLS eli partikkelikoon halkaisijan mittaus tehtiin siten, että näyte 
sentrifugoitiin ennen mittausta. Tällöin ajateltiin, että sentrifugointi aiheuttaisi isompien 
partikkelien painumisen Eppendorfin pohjalle maan vetovoiman vaikutuksesta ja 
helpottaisi täten DLS-mittausta. Varsinaisten suodatuskokeiden alkaessa 
sentrifugoinnista luovuttiin, sillä siitä ei havaittu olevan huomattavaa hyötyä.  
 
Suodatuksen jälkeistä IgG-pitoisuuden määrittämistä varten tehtiin UV-spektrometrian 
avulla aallonpituudessa 280 nm standardisuora, jossa IgG-pitoisuus määritetään UV-
absorbanssin avulla. Tämän suoran käyttö osoittautui käytännössä ongelmalliseksi ja 
vaikeutti analyysejä, sillä UV-mittauksista saadut tulokset eivät olleet johdonmukaisia. 
Standardisuoran tekemisestä luovuttiin, TFF-suodatuksen jälkeen ei IgG-pitoisuutta 
määritelty. IgG:n pitoisuuden määrittämistä varten tehty standardisuora tehtiin ei-TFF-
suodatetulla IgG:llä, joka ei ole vertailukelpoinen määritettäessä IgG-pitoisuuksia TFF-
suodatetuista näytteistä. Tämä johtuu suodatuksen aikaisten parametrien 
(suodatuspaine, polysorbaatti 20-pitoisuus) muuntelusta, joka vaikuttaa siihen kuinka 
paljon IgG aggregoi suodatuksen aikana ja kuinka suuria syntyneet aggregaatit ovat. 
Suuret aggregaatit absorboivat UV-valoa enemmän, jolloin niiden absorbanssi on 
suurempi. Tällöin näytteen pitoisuus saattaa näyttää todellista korkeammalta.  
 
Esikokeiden aikana havaittiin, että liuotusvaiheessa käytetty magneettisekoittaja 
vahingoitti IgG:a, aggregoi sitä ja vaikutti huomattavasti sen biologiseen aktiivisuuteen. 
DLS osoitti suurien aggregaattien syntymisen ja normaalikokoisen IgG:n puuttumisen, 
ELISA-testissä näkyi vain vähän aktiivisia proteiineja. IgG säilyi stabiilimpana, kun sen 
annettiin liueta veteen ilman ulkopuolista sekoitusta. Magneettisekoittajan haitallinen 
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vaikutus IgG:in on todettu aiemmin, Mahlerin ym. (2004) mukaan DLS:ssa havaitaan 
isojen aggregaattien (noin 130nm) muodostuminen magneettisekoituksen jälkeen. 
Mekaaninen sekoitus saattaa lisätä ilmakuplien muodostumista ja lisätä näin 
liuotettavalle IgG:lle haitallisten ilma-neste-rajapintojen syntymistä. ELISA-testissä 
saadut tulokset biologisen aktiivisuuden lähes täydellisestä häviämisestä sekä erittäin 
suurten aggregaattien havaitseminen DLS:ssa tukivat tätä johtopäätöstä.  
 
11.2. TFF-suodatus 
 
Suodatuskokeissa käytetty IgG osoittautui ongelmalliseksi varsinaisten 
suodatuskokeiden aikana. IgG oli polyklonaalista eli se koostui kaikista neljästä IgG:n 
alatyypistä. Näiden alatyyppien erilaiset ominaisuudet ja suodatuksenaikainen 
käyttäytyminen saattoivat poiketa toisistaan. Samoin IgG oli jo kertaalleen 
kylmäkuivattu ja siis läpikäynyt useita stressitekijöitä sisältäneen prosessin. Ennen 
varsinaisten suodatuskokeiden alkua IgG todettiin aggregoituneeksi kahden eri 
analyysin (DLS, ELISA) avulla. TFF-suodatuksen aikana aggregaatit toimivat 
aggregaatiokeskuksina ja helpottivat tällä tavoin IgG:n aggregoitumista suuremmiksi 
aggregaateiksi eri paineolosuhteissa varsinkin silloin, kun IgG:a suojaavaa 
polysorbaattia ei formulaatiossa ollut. Tämän ovat todenneet myös Kelly ja Zydney 
(1994), pre-aggregoitunut proteiini nopeuttaa aggregaatiota ja hidastaa suodatettavan 
nesteen läpivirtausnopeutta mikrofiltraation aikana.  
 
 IgG:n aggregoituminen ilman polysorbaattia (Tween20?) kyettiin havaitsemaan myös 
visuaalisesti. Suodatettu liuos oli sameanharmaata ja suodatus 0,22 ?m-
kertakäyttösuodattimen läpi oli vaikeampaa verrattuna polysorbaattia sisältäviin 
liuoksiin. DLS tuki visuaalisia havaintoja, kuva 10 havainnollista kuinka polysorbaatti 
20 suojaa IgG:a eri suodatuspaineissa alentamalla aggregaattien keskikokoa (Zave nm). 
Kun suodatettavassa liuoksessa ei ollut polysorbaattia ollenkaan, aggregaattien 
keskikoot olivat suurempia, tämä näkyi kaikissa suodatuspaineissa. 2 barin paine oli 
haitallisin IgG:lle, kun polysorbaattia ei ollut formulaatioon lisätty.  TMP eli paine-ero 
syöttökanavan ja filtraattikanavan puoleisen membraanin välillä alkaa kasvaa 2 barin 
paineessa, samoin läpivirtausnopeus ensin kasvaa. Suodatettava IgG alkaa geeliytyä 
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membraanin pinnalle, koska nopea läpivirtausnopeus vähentää sen kontaktiaikaa 
membraanin kanssa. Membraanin läpäisykyky muuttuu tämän seurauksena. Samoin 
läpivirtausnopeus alkaa hidastua.  Näiden tekijöiden vuoksi IgG alkaa ensin saturoitua, 
sitten aggregoitua. Aggregoituminen on heterogeenistä eli muodostuu erikokoisia 
aggregaatteja. Suodatusten väliset erot 1,25 barin paineolosuhteissa tehdyissä 
suodatuksissa olivat suurempia mikä näkyy suurentuneena keskihajontana.  
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Kuva 10. Polysorbaatti 20 (Tween20?) vaikutus aggregaattien keskikokoon (Zave) eri 
paineolosuhteissa (n=9). Keskihajonnat: 0,5 bar +/- 1,52,  1,25 bar  +/- 10,86, 2 bar +/- 
1,19. 
 
Polydispersiteetti-indeksi (pi) nousi aggregaattien keskikoon suuretessa. 2 barin paine 
nosti polydispersiteetti-indeksia suhteessa eniten, kun polysorbaatti 20 lisättiin 
formulaatioon. Isommat aggregaatit sirottavat valoa paremmin, jolloin niiden 
aiheuttama intensiteetti on suurempi DLS-mittauksen aikana. Suuri polydispersiteetti-
indeksin arvo kertoo näytteen heterogeenisyydestä, jota polysorbaatti 20 ei pystynyt 
enää  2 barin paineessa stabiloimaan.   
 
TFF-suodatuksen aikana seurattiin filtraatin muodostumisnopeutta, joka jokaisella 
suodatuskerralla pyrittiin säätelemään noin 3 ml/min. Tällöin kahden tunnin aikana 
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muodostuvan diavolyymin (=suodoksen) määrä olisi yhteensä noin 360 millilitraa. 
Filtraatin muodostumisnopeuden mittaaminen tapahtui ruiskun avulla filtraattiletkun 
kautta. Suodatuskokeiden edetessä huomattiin diavolyymien poikkeamat toisistaan, 
jolloin mittaustapaa muutettiin. Filtraattiletku suoristettiin mittauksen alkaessa, letkun 
pää pidettiin ruiskussa koko ajan kertyvän nestepinnan alapuolella. Tällöin diavolyymit 
alkoivat nousta. Muuttuvat parametrit, eri paineolosuhteet ja polysorbaatti 20-pitoisuus, 
vaikuttivat muodostuvan diavolyymin määrään mutta myös filtraatin 
muodostumisnopeuden mittaamistavalla havaittiin olevan vaikutusta. Mittaustapaa 
muutettiin kokeiden aikana, jolla saattoi olla vaikutusta saatuihin tuloksiin ja joka täten 
voi heikentää saatujen tulosten luotettavuutta. 
 
Alhaisessa paineessa (0,5 bar) filtraatin suodatusnopeuden pitäminen nopeudessa  
3 ml/min tuotti ongelmia. Tässä paineessa suodatettavan nesteen läpivirtausnopeus 
syöttökanavassa alenee, jolloin IgG:n kontaktiaika membraanin kanssa kasvaa ja TMP 
pääsee kohoamaan. Seurauksena on myös IgG:n geeliytyminen membraanin pinnalle, 
aggregoituminen ja saannon pieneneminen. Samoin diavolyymi olisi jäänyt alhaiseksi.  
 Filtraatin muodostumisnopeus laskettiin 2,5 ml/min jolla diavolyymit saatiin 
keskimäärin noin 300 millilitraan. Filtraatin muodostumisnopeuden alentaminen nosti 
filtraattikanavan puoleista painetta siten, että TMP ei päässyt nousemaan.  
 
Suodatuskokeissa saadut diavolyymit olivat yleensä suurempia 0,01 % polysorbaatti 
20- konsentraatiota käytettäessä kuin alhaisemmalla konsentraatiolla saadut 
diavolyymit. Tämä saattoi johtua  0,01 % polysorbaatti 20 paremmasta kyvystä estää 
IgG:n geeliytyminen membraanin pinnalle, jolloin TMP ei päässyt nousemaan ja 
suodatusnopeus säilyi. Poikkeamat saaduissa diavolyymeissä saattoivat osin selittää 
eroja ELISA-testissä saaduissa aktiivisuustuloksissa. Suurempi diavolyymi saattaa 
lisätä membraanin syöttökanavan puoleisen ja filtraattikanavan puoleisen pinnan välistä 
paine-eroa (TMP) ja täten alentaa IgG:n biologista aktiivisuutta. Diavolyymin merkitys 
IgG:n aggregoitumiseen ja biologiseen aktiivisuuteen vaatii lisätutkimuksia.  
 
TFF-suodatukset tehtiin kolmella eri paineella ja polysorbaatti 20 suojaavaa vaikutusta 
IgG:in tutkittiin kahdella eri konsentraatiolla, IgG:n säilyminen tutkittiin myös ilman 
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polysorbaattia. Tulokset osoittivat (Kuva 11), että kaikissa kolmessa paineessa 0,01 % 
polysorbaatti 20 suojasi IgG:a parhaiten ja antoi korkeimmat ELISA -aktiivisuudet. 
Wang toteaa vuonna (2005) ilmestyneessä artikkelissaan, että korkeampi polysorbaatti 
20 -pitoisuus parantaa proteiinin liukoisuutta vähentämällä proteiinimolekyylien välisiä 
interaktioita vesiliuoksessa kun taas alhainen polysorbaatti 20 -pitoisuus voi alentaa 
proteiinin liukoisuutta. Lopputuloksena proteiinin aggregaatio kasvaa, kun 
polysorbaattipitoisuus on alhainen (Kuva 10). Tämä tukee saatuja tuloksia, sillä 
suurempi aggregaatio vähentää myös biologista aktiivisuutta. Kolmeen kertaa toteutettu 
TFF-suodatus, parametrien ollessa polysorbaatti 20 0,005% ja 1,25 bar, tuotti joka 
kerran erilaisen biologisen aktiivisuuden ELISA-testissä, joka näkyi myös 
keskihajonnassa. 
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Kuva 11. Polysorbaatti 20 (Tween20?) pitoisuuden vaikutus IgG:n ELISA -
aktiivisuuteen (n=9). Keskihajonta: 1,25 bar +/- 8,30. 
 
Verrattaessa eri paineolosuhteiden vaikutusta IgG:n ELISA-aktiivisuuteen polysorbaatti 
20 -pitoisuuden ollessa 0,01%, kuva 11 kertoo IgG:n säilyttävän biologisen 
aktiivisuutensa parhaiten 1,25 barin suodatuspaineessa. Tällöin prosenttiosuus on 
suurin. Tässä polysorbaatti 20 -pitoisuudessa  sekä 0,5 barin että 2 barin suodatuspaine 
alentavat IgG:n biologista aktiivisuutta, 2 barin suodatuspaineessa muutos huonompaan 
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biologiseen aktiivisuuteen on selkeämpi. IgG-liuokset suodatettiin 0,22?m 
kertakäyttösuodattimien läpi ennen TFF-suodatuksen alkamista. Tällä pyrittiin 
etukäteen poistamaan suodatettavasta liuoksesta isommat aggregaatit, joilla saattaisi 
olla vaikutusta suodatuksien jälkeen tehtäviin analyyseihin. TFF-suodatuskokeiden 
alkaessa käytettiin 50 millilitran Luer-kertakäyttöruiskuja ajatuksena tehdä suodatus 
yhtenä, suljettuna prosessina. Kahden kokeen jälkeen huomattiin ELISA-
aktiivisuudessa selkeitä eroja vaikka parametrit olivat samat. Tämän perusteella 
vaihdettiin kertakäyttöruiskut 20 millilitran ruiskuihin, joita oli helpompi käsitellä eikä 
niissä tarvinnut käyttää niin paljon voimaa. Työntövoima ja paine oli isossa ruiskussa  
suurempi kuin pienessä, tällä saattoi olla IgG:a vahingoittavaa vaikutusta ja vaikutusta 
ELISA:n antamiin biologisen aktiivisuuden tuloksiin.  
 
11.3. Kylmäkuivaus 
 
Kylmäkuivauskokeissa IgG laimennettiin pitoisuuteen 1 mg/ml. Tämä pitoisuus 
valittiin, sillä veden sublimoituminen laimeammista näytteistä on helpompaa. Veden ja 
IgG:n väliset vahvat vetysidokset ovat laimeissa näytteissä vähäisempiä, 
sublimointiresistanssi on siten pienempää. Koska sublimointiresistanssi on pienempi, 
primäärisen kuivausvaiheen päätepiste saavutetaan nopeammin ja kylmäkuivaussyklin 
kokonaiskesto aikaistuu. Lisäksi näyte lämpenee tasaisemmin, koska 
lämpötilagradienttia ei pääse syntymään näytevialin pohjan ja pinnan välille, myös 
näytevialien alhaisella täyttöasteella (1 ml) on tähän vaikutusta. Alhainen IgG-
konsentraatio helpotti myös kylmäkuivatuista näytteistä tehtäviä analyysejä.  
 
Trehaloosin pitoisuus alennettiin kylmäkuivauskokeissa pitoisuuteen 5 mg/ml. Tässä 
pitoisuudessa trehaloosin liukoisuus oli hyvä, samoin sen IgG:a stabiloiva vaikutus. 
Trehaloosin stabiloiva vaikutus korostui alhaisen IgG-pitoisuuden myötä, tehdyissä 
analyyseissä näkyvät erot olivat selkeitä verrattaessa trehaloosia sisältäviä ja ei-
trehaloosia sisältäviä näytteitä. Valittu trehaloosin pitoisuus osoittautui hyväksi myös 
tehtävien analyysien kannalta, suurempi pitoisuus haittasi CD-mittauksia. 
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Kylmäkuivaussyklien jälkeen, ennen analyysejä, näytevialeja tarkasteltiin ensin 
visuaalisesti mahdollisen kollapsoimisen toteamiseksi. Trehaloosia sisältäneet näytteet 
olivat ulkonäöltään tasaisempia, niiden mekaaninen lujuus oli parempi ja näytteen 
reunat pysyivät paremmin kiinni vialin seinämissä. Ei-trehaloosia sisältävät näytteet 
olivat kevyitä ja huokoisia sekä staattisia, niiden mekaaninen lujuus oli huono ja 
näytteen reunat olivat selkeästi vetäytyneet vialin keskustaa kohti. 100 mTorrin 
primäärikuivauspaineessa tehty kylmäkuivaus muodosti tähän ainoan poikkeuksen: 
tässä paineessa myös trehaloosia sisältävät näytteet olivat silmämääräisesti 
kollapsoituneita mutta edelleenkin ne olivat ulkonäöltään tasaisempia kuin ei-
trehaloosia sisältävät näytteet. Kuvassa 12 näkyy kolmessa eri 
primäärikuivauspaineessa kylmäkuivatut trehaloosia sisältävät näytevialit, 
kollapsoitunut näyte eroaa selkeästi muista näytteistä. 100mTorrin paineessa 
kylmäkuivatun näytteen reunat vetäytyvät näytevialin seinämästä kohti vialin 
keskustaa, jolloin sen mekaaninen lujuus heikkenee. Kuvassa keskellä oleva 60 
mTorrin paineessa primäärikuivattu näyte on säilyttänyt mekaanisen lujuutensa 
parhaiten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 12. Kylmäkuivatut, trehaloosia sisältävät näytevialit. Vasemmalla 20mTorr:n, 
keskellä 60mTorr:n ja oikealla 100mTorr:n primäärikuivauspaineessa kylmäkuivatut 
näytteet.  
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Näytteitä liuotettaessa ja analysoitaessa trehaloosia sisältävät näytteet olivat 
kirkkaampia kuin ei-trehaloosia sisältävät näytteet, jotka muodostivat yleensä 
sameanharmaan liuoksen. Visuaalisen tarkastelun pohjalta voitiin jo ennen analyysien 
tekoa tehdä päätelmä siitä, että trehaloosi ehkäisee kylmäkuivatun IgG-kakun 
ulkonaista kollapsoitumista, pelkässä vesiliuoksessa kylmäkuivattu IgG kollapsoituu 
herkemmin ja voimakkaammin. Uudelleenliuotetun näytteen kirkkauden perusteella 
voitiin todeta jo ennen analyysejä, että aggregaatio oli sameissa näytteissä 
voimakkaampaa kuin kirkkaissa näytteissä.  
 
DLS tuki visuaalista tarkastelua ja osoitti IgG:n voimakasta aggregoitumista ei-
trehaloosia sisältävissä näytteissä kylmäkuivauksessa käytetyistä parametreistä 
riippumatta (Kuva 13). Ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä syklien väliset 
hiukkaskokoeroavaisuudet olivat suuremmat, mikä kertoi näiden näytteiden olevan 
heterogeenisempiä aggregaattien kokojakauman suhteen verrattuna trehaloosia 
sisältäviin näytteisiin. ELISA-aktiivisuuden tarkastelu tuki DLS:sta saatuja tuloksia: 
suurempi aggregaatio ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä näkyi myös suurempana 
biologisen aktiivisuuden alenemana ELISA-testissä, trehaloosia sisältävät näytteet 
olivat biologiselta aktiivisuudeltaan poikkeuksetta parempia kylmäkuivausparametreistä 
riippumatta. 
 
DLS-tulosten lähempi tarkastelu osoitti, että alhaisessa primäärikuivauspaineessa 
(20mTorr) kylmäkuivattujen IgG-näytteiden partikkelien keskikoot (Zave) olivat 
suurempia verrattuna korkeammissa paineolosuhteissa (60mTorr, 100mTorr) 
kylmäkuivattuihin näytteisiin. Tämä näkyi sekä ei-trehaloosia että trehaloosia 
sisältävissä näytteissä (kuvat 13 ja 14). Yksi näyte poikkesi selkeästi muista (100mTorr, 
30?C/h), tämä saattoi johtua tässä syklissä käytetyistä erilaisista näytevialien korkeista, 
jotka imivät kosteutta itseensä jääkaappisäilytyksen aikana.  
 
Sekundäärikuivausolosuhteilla ei näyttänyt olevan partikkelien keskikokomuutoksiin 
vaikutusta, sekundäärikuivausnopeudesta riippumatta alhaisessa 20mTorr:n paineessa 
toteutettu primäärikuivaus tuotti suuremman partikkelien keskikoon (kuvat 13 ja 14). 
Partikkelien keskikoko aleni johdonmukaisesti suurempiin primäärikuivauksen 
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paineolosuhteisiin mentäessä (60mTorr, 100mTorr) sekundäärikuivausolosuhteiden 
pysyessä samana. Keskihajonnat olivat ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä suuremmat 
kuin trehaloosia sisältävissä näytteissä. 
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Kuva 13. Ei-trehaloosia sisältävien kylmäkuivattujen näytteiden 
primäärikuivauspaineen vaikutus partikkelien keskikokoon (n=9). Keskihajonnat: 
5 ?C/h +/- 10,2, 30 ?C/h +/- 70,33, 60 ?C/h +/- 47,22. 
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Kuva 14. Trehaloosia sisältävien kylmäkuivattujen näytteiden primäärikuivauspaineen 
vaikutus partikkelien keskikokoon (n=9). Keskihajonnat: 5 ?C/h +/- 2,21, 30 ?C/h +/- 
2,82,  60 ?C/h 1,69.  
 
Polydispersiteetti-indeksi (pi) oli ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä korkea (ka 
0,896), joka kertoi näiden näytteiden heterogeenisyydestä. Trehaloosia sisältävistä 
näytteistä saadut polydispersiteetti-indeksit olivat poikkeuksetta edellä mainittua 
keskiarvoa pienempiä. Trehaloosia sisältävissä näytteissä, alhaisessa 
primäärikuivauspaineessa (20mTorr) kuivatut näytteet olivat polydispersiteetiltään 
korkeampia kuin suuremmissa kuivauspaineissa (60mTorr, 100mTorr) kuivatut 
näytteet, sekundäärikuivausolosuhteista riippumatta (Kuva 15). Korkeammat 
paineolosuhteet paransivat trehaloosin suojavaikutusta, vähensivät aggregaatiota (kuva 
12) ja lisäsivät näytteiden homogeenisyyttä alentaen polydispersiteetti-indeksiä.   
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Kuva 15. Trehaloosia sisältävien näytteiden polydispersiteetti-indeksit kolmessa eri 
primäärikuivauspaineessa (n=9).  
 
DLS:n todenmukaisuutta saaduissa analyysituloksissa heikentää se, että DLS-laitteisto 
olettaa näytteessä olevat partikkelit täysin pyöreiksi. Vesiliuoksessa oleva IgG on  
pallomainen eli globulaarinen mutta se saattaa aggregoituessaan muuttaa muotoaan eikä 
siis enää ole täysin pallomainen kylmäkuivauksen jälkeen. Näytteessä olevat partikkelit 
myös sirottavat valoa eri lailla, joka myös vaikuttaa saatuihin DLS-tuloksiin, isommat 
partikkelit sirottavat valoa enemmän kuin pienemmät. 
 
 
Näytteiden lämpötiloja mitattiin primäärikuivauksen aikana näytevialeihin käsin 
laitettujen yhdeksän lämpötila-anturin avulla, joista laskettiin keskiarvot. Alhaisessa  
20 mTorr:n primäärikuivauspaineessa kylmäkuivattavan näytteen lämpötila alkaa 
nousta hitaammin verrattuna korkeampiin paineolosuhteisiin. Kuvassa 16 näkyy kuinka 
näytteen lämpötila 20 mTorr:n paineessa ensin putoaa jyrkästi sublimaation alkamisesta 
huolimatta (180-200 min) ennen kuin se hitaasti alkaa nousta. Alhaisessa, alle 0?C:en 
lämpötilassa IgG-molekyylien keskinäiset, hydrofobiset interaktiot lisääntyvät, jolloin 
näyte saattaa herkemmin altistua kylmän aiheuttamalle denaturoitumiselle ja 
aggregoitumiselle (Bhatnagar ym. 2007). 100mTorr:n paineessa näytteen lämpötila 
nousee nopeimmin ylittäen lasisiirtymälämpötilan jo noin 600 minuutin kohdalla. Tämä 
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saattaisi selittää tässä paineessa kuivattujen näytteiden visuaalisesti näkyneen kollapsin 
(Kuva 12). Kuvasta 16 näkyy myös, että 900 minuutin kohdalla, jolloin 
primäärikuivaus loppui, näytteiden lämpötilat olivat lähes saavuttaneet 
primäärikuivauksen ajaksi asetetun hyllyn lämpötilan -25?C. 
 
Alhaisessa paineessa (20 mTorr) näytteiden aggregoituminen oli suurempaa kuin 
korkeammissa paineissa, tämä näkyi DLS:ssa suurempana aggregoitumisena (Kuvat 13 
ja 14) sekä suurempana polydispersiteetti-indeksinä eli suurempana kokovaihteluna 
(Kuva 15). 20 mTorrin paineessa näytteen lämpötila putoaa ensin ennen kuin alkaa 
nousta jyrkästi (Kuva 16). Näytteen lämpötilan ”notkahdus” kertoo viivästyneestä 
sublimaation alkamisesta, alhaisessa paineessa tarjottimen lämpötilan nosto ei saa 
aikaan riittävää jääkiteiden höyrynpaineen kohoamista. Kylmäkuivattava näyte IgG on 
ollut kauemmin altistuneena kylmemmille lämpötiloille, jolloin se on saattanut 
denaturoitua pahemmin. Denaturoitumista on voinut edesauttaa kylmäkuivattavan 
näytteen korkea vesipitoisuus, jonka haitallista vaikutusta on voimistanut sublimaation 
viivästyminen.  
 
100 mTorrin paineessa näytteen lämpötilan nousu tapahtui nopeammin ja tasaisemmin 
ilman sublimaation alkuvaiheen ”lämpötilanotkahdusta” (Kuva 16). 100 mTorrin 
paineolosuhteissa jääkiteiden höyrynpaine nousee nopeammin lämpötilaa nostettaessa. 
Höyrynpaineen nopea nouseminen suurentaa paine-eroa höyrynpaineen ja 
kondensaattorin välillä ja nopeuttaa sublimaatiota. Visuaalisesti havaittu kollapsi 100 
mTorrin paineessa kuitenkin kertoo, että paine on ollut liian korkea ja se on voinut 
ylittää kiteiden höyrynpaineen. Tällöin kiteet eivät ole kuivauksen alkaessa 
sublimoineet vaan alkaneet sulaa, jolloin vesipitoisuus on jäänyt näytteissä liian 
suureksi ja aiheuttanut kollapsin. 60 mTorrin paine näiden kahden paineen puolivälissä 
osoittautui sekä visuaalisesti tarkastellen että analyysien perusteella edullisemmaksi 
IgG:n stabiiliuden kannalta. 
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Kuva 16. Primäärikuivauksen aikana tapahtuvat muutokset näytteiden lämpötiloissa 
kolmessa eri paineessa ajan funktiona (n=9).  
 
Primäärikuivauspaineen merkitys IgG:n biologiseen aktiivisuuteen oli vähäisempi kuin 
aggregaatioon, muutokset aktiivisuudessa eivät näkyneet niin selkeästi ja samalla 
kaavalla kuin aggregaation muutokset. Alhaisessa 20mTorr:n primäärikuivauspaineessa 
IgG:n biologinen aktiivisuus oli alhaisin, suuremmissa paineissa 60mTorr ja 100mTorr 
aktiivisuus nousi mutta erot 60 ja 100mTorr:n välillä olivat pieniä. Tämä näkyi sekä 
trehaloosia että ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä. Aggregoituminen aiheuttaa 
yleensä proteiinin biologisen aktiivisuuden alenemista. Ainoa selkeä poikkeus oli 
kylmäkuivaussyklissä, jossa 100mTorr:n primäärikuivauspaineessa ja 30?C/h 
sekundäärikuivausnopeudella toteutettu kylmäkuivaus tuotti kaikkein alhaisimman 
biologisen aktiivisuuden. Tämä selittyy säilytyksen aikaisella kosteuden 
kerääntymisellä, mikä selvitettiin aiemmin. 
 
Tilastollinen analyysi Modde -ohjelmalla osoitti, että primäärikuivauspaineella oli 
tilastollisesti merkittävä vaikutus aggregaattien kokojakaumaan sekä trehaloosia että ei-
trehaloosia sisältävissä näytteissä. Primäärikuivauspainetta nostettaessa vaikutus 
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aggregaattien kokoon oli negatiivinen eli korkeampi paine tuotti pienempiä 
aggregaatteja. 
 
Kylmäkuivauskoesarjan aikana 1 kylmäkuivaussykli (60 mTorr, 30 ?C/h) jäi 
vajavaiseksi tietokoneohjelman katkaistua sekundäärikuivauksen 1 tunnin jälkeen. 
Tällöin IgG:n oloaika +40 ?C:essa jäi lyhyeksi. Tästä syklistä analysoitu DLS osoitti, 
että aggregoituminen oli selkeästi vähäisempää verrattuna vastaavaan, koko 
kylmäkuivaussyklin läpikäyneeseen näytteeseen. Tämä näkyi sekä ei-trehaloosia että 
trehaloosia sisältävissä näytteissä. ELISA-testin tulos antoi paremman biologisen 
aktiivisuuden verrattuna vastaavan ”normaalin” syklin” läpikäyneeseen näytteeseen.. 
Jiangin ja Nailin (1998) ilmestynyt tutkimus tukee saatuja tuloksia. Heidän 
tutkimuksensa mukaan laktodehydrogenaasin (LDH) biologinen aktiivisuus säilyy 
paremmin silloin kun lopullisessa sekundäärilämpötilassa oloaika on mahdollisimman 
lyhyt.  
 
Koko kylmäkuivauskoesarjan DLS-mittaukset osoittivat, että alhaisessa 20mTorrin 
primäärikuivauspaineessa  alhainen sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeus 5 ?C/h 
tuotti selkeästi alhaisemman partikkelien keskikoon kuin nostettaessa nopeutta 30 ?C/h 
ja 60 ?C/h (Kuvat 17 ja 18). Korkeammissa paineolosuhteissa (60 mTorr ja 100 mTorr) 
partikkelien keskikoon muutos ei ollut niin selkeää, mutta kuitenkin edelleen alhainen 
nostonopeus 5 ?C/h oli IgG:n aggregoitumisen kannalta edullisin. Alhaisin partikkelin 
keskikoko oli 100mTorr:n primäärikuivauspaineessa ja 5 ?C/h 
sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeudessa. Partikkelien keskikokoja tarkasteltaessa 
sekä 60 mTorr että 100 mTorr:n primäärikuivauspaineissa 30 ?C/h nostonopeus 
sekundäärikuivauksen aikana oli IgG:n aggregoitumisen kannalta haitallisin, ero 60 
?C/h verrattuna oli pieni. Ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä 
sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeuden vaikutus näkyi partikkelien keskikoossa 
selkeämmin kuin trehaloosia sisältävissä näytteissä, tämä kertoi osaltaan trehaloosin 
IgG:a suojaavasta vaikutuksesta. 
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Kuva 17. Sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeuden vaikutus partikkelien 
keskikokoon kolmessa primäärikuivauspaineessa ei-trehaloosia sisältävissä näytteissä 
(n=9). Keskihajonnat: 20 mTorr +/- 60,95, 60 mTorr +/- 36,86, 100 mTorr 30,15. 
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Kuva 18. Sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeuden vaikutus partikkelien 
keskikokoon kolmessa eri primäärikuivauspaineessa trehaloosia sisältävissä näytteissä 
(n=9). Keskihajonnat:  20 mTorr +/- 2,21, 60 mTorr +/- 2,4, 100 mTorr +/- 6,34. 
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Polydispersiteetti-indeksin muutos sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeutta 
vaihdeltaessa tuki partikkelien keskikoon muutoksia trehaloosia sisältävissä näytteissä. 
Alhaisessa nostonopeudessa 5 ?C/h polydispersiteetti oli alhaisempaa kuin 
korkeammissa nostonopeuksissa  30 ?C/h ja 60 ?C/h, kertoen näytteiden paremmasta 
homogeenisyydestä partikkelien keskikoon (aggregaattien) ollessa pienempiä. Tämä 
näkyi selkeimmin alhaisessa 20 mTorr-paineessa. Suuremmissa paineissa erot 
muuttuivat pienemmiksi, mutta tulokset korreloivat edelleen partikkelien keskikoon 
muutoksista saatuihin tuloksiin. Alhaisin polydispersiteetti-indeksi saatiin 100 mTorr:n 
paineessa ja 5 ?C/h sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeudessa. 
 
Sekundäärikuivauksen lämpötilan nostonopeudella oli vaikutusta siihen miten nopeasti 
näytteiden lämpötilat muuttuivat. Hitaampi 5 ?C/h nostonopeus kohotti näytteiden 
lämpötiloja hitaammin ja tasaisemmin verrattuna korkeampiin lämpötilan 
nostonopeuksiin (Kuva 19). Tällöin IgG:n oloaika +40 ?C:en lämpötilassa oli selkeästi 
lyhyempi. DLS osoitti, että IgG aggregoitui vähemmän hitaammassa 5 ?C/h 
nostonopeudessa (Kuvat 17 ja 18). Korkeammilla lämpötilan nostonopeuksilla IgG:n 
oloaika +40 ?C:essa oli pidempi, jolloin IgG myös aggregoitui enemmän. 
Sekundäärikuivauksen alkaessa kylmäkuivattavan näytteen lämpötila on lähellä sen 
lasisiirtymälämpötilaa johtuen kuivattavan näytteen suuresta vesipitoisuudesta. Nopea 
lämpötilan nosto tässä vaiheessa nostaa kylmäkuivatun tuotteen lämpötilan nopeasti yli 
sen lasisiirtymälämpötilan, jolloin näyte lähestyy kollapsoitumislämpötilaa, tällöin 
kollapsoitumisen riski kasvaa. Toinen selitys voisi olla nopean lämpötilan noston 
aiheuttama IgG:n pidentynyt oloaika +40 ?C:essa. Mitä hitaampaa 
sekundäärikuivauslämpötilan nosto on, sitä vähemmän aikaa IgG viettää sille 
vahingollisessa +40 ?C:essa ja sitä pienempää on sen aggregaatio ja sitä parempi on sen 
biologinen aktiivisuus. 
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Kuva 19. Sekundäärikuivauksen aikana tapahtuvat näytteiden lämpötilamuutokset 
(n=9). Lämpötilat mitattiin yhdeksän lämpötila-anturin avulla, joista laskettiin 
keskiarvot.  
 
ELISA-testin tuloksia tarkasteltaessa, huomattiin alhaisen sekundäärikuivauslämpötilan 
nostonopeuden (5?C/h) olevan IgG:n biologisen aktiivisuuden kannalta edullisin. Kuva 
20 havainnollistaa trehaloosia sisältävien näytteiden biologisia aktiivisuuksia eri 
sekundäärikuivauksen lämpötilan nostonopeuksissa. Selkeimmin biologisen 
aktiivisuuden muutokset eri lämpötilan nostonopeuksissa näkyvät 60mTorr:n 
primäärikuivauspaineessa. Yli 100%:nen biologinen aktiivisuus saattaa olla seurausta 
pipetointivirheistä automaattirobottikädessä. 
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Kuva 20. Alhaisen sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeuden positiivinen vaikutus 
IgG:n biologiseen aktiivisuuteen (n=9). Keskihajonnat: 20 mTorr +/- 1,2, 60 mTorr +/- 
3,23, 100 mTorr +/- 5,94. 
 
Tilastollinen analyysi Modde –tietokoneohjelmalla osoitti, että 
sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeudella oli tilastollisesti merkittävää vaikutusta 
DLS –mittausten antamiin aggregaattien kokoihin ainoastaan ei-trehaloosia sisältävissä 
näytteissä. Nopeampi lämpötilan nostonopeus tuotti suuremmat aggregaatit. 
Trehaloosia sisältävissä näytteissä tilastollista merkittävyyttä ei havaittu. Tämä tukee 
päätelmää siitä, että trehaloosi kykenee suojaamaan IgG:a lämpötilaa kohotettaessa 
sekundäärikuivauksen aikana. Trehaloosin IgG:a suojaavan vaikutusmekanismin 
selvittäminen vaatii jatkotutkimuksia. 
 
Parittoman T-testin mukaan (t=0,00224) ELISA-testin antamat tulokset ovat 
tilastollisesti merkittäviä vain verrattaessa ei-trehaloosia ja trehaloosia sisältäviä 
näytteiden antamia ELISA -aktiivisuuksia keskenään. Tämän perusteella trehaloosin 
suojavaikutus IgG:in kylmäkuivausprosessin aikana on selvä.   
 
Näytteistä mitatut CD-spektrit analysoitiin K2D2-ohjelmalla. Kylmäkuivatun IgG:n 
sekundäärisestä rakenteesta ?-laskosten suhteellinen prosenttiosuus oli trehaloosia 
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sisältävissä  näytteissä keskimäärin 47,7 % (ei-trehaloosia sisältävä näyte 47,1 %), ?-
heliksien osuus oli 1,82 % (3,44 %). Trehaloosilla siis todettiin olevan IgG:a suojaavaa 
vaikutusta. Tästä kertoo suurempi ?-laskosten osuus, joka natiivissa IgG:ssa voi olla 
jopa yli 70% (Vermeer ym. 2000). K2D2-tietokoneohjelmalla saadut alhaisemmat 
prosenttiosuudet kirjallisuudesta saatuihin prosenttiosuuksiin verrattuna voivat johtua 
näytteessä olevista epäpuhtauksista. Kylmäkuivauskoesarjassa käytetty nestemäinen 
IgG oli myös polyklonaalista, jolloin yksittäisten IgG-alatyyppien vaikutusta CD-
spektreihin ei voitu arvioida. Tällä saattoi myös olla vaikutusta alhaisempiin 
suhteellisiin prosenttiosuuksiin. Vermeer ym. (2000) mukaan ?-heliksien määrä 
suurenee siinä vaiheessa, kun IgG alkaa muuttua epästabiiliksi. Tämän perusteella IgG 
näyttäisi olevan epästabiilimpi silloin kun se kylmäkuivataan vesiliuoksessa, sen ?-
heliksien osuus oli tällöin selkeästi suurempi verrattuna trehaloosin kanssa 
kylmäkuivattuihin näytteisiin. 
 
Saatuihin CD-spektreihin saattoi vaikuttaa IgG:n aggregoituminen, isommat aggregaatit 
tuottavat erilaisen CD-spektrin sillä ne absorboivat tasopolaroitua valoa eri 
intensiteetillä. Elliptisyys käsitteenä oli myös monimutkainen ja vaikeasti 
ymmärrettävä, kaavan muokkaaminen helpommin käsiteltäväksi tuotti ongelmia ja 
saattoi vaikuttaa K2D2:lla saatuihin tuloksiin. Näistä kaikista seikoista huolimatta, tai 
niiden takia, eri kylmäkuivaussykleistä saadut ?-laskosten ja ?-heliksien suhteelliset 
prosenttiosuudet olivat keskenään johdonmukaisia. 
 
 Kuvassa 21 on CD:sta kappaleessa 10.3.2. esitellyllä laskukaavalla muunneltu kuvaaja. 
Tässä kuvaajassa IgG kylmäkuivattiin trehaloosin kanssa  60 mTorrin 
primäärikuivauspaineessa ja 5 ?C/h sekundäärikuivauksen lämpötilan nostonopeudessa. 
Näillä parametreillä kylmäkuivattu IgG säilyi parhaiten DLS:sta ja ELISA-testistä 
saatujen tulosten perusteella. Hawe ym. 2009 mukaan immunoglobuliineilla on suuri  
?-laskosten määrä, mikä näkyy negatiivisena elliptisyysmaksimina 218 nanometrissä 
sekä positiivisena elliptisyysmaksimina 202 nanometrissä. Kylmäkuivatusta IgG:sta 
saatu CD on muodoltaan samankaltainen ja tukee Hawen ym. (2009) esittämiä 
johtopäätöksiä. Negatiivinen elliptisyysmaksimi on noin 216 nanometrissä, positiivinen 
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elliptisyysmaksimi noin 200 nanometrissä, nämä kertovat suuresta ?-laskosten 
määrästä. 
 
 
-0,4
-0,3
-0,2
-0,1
0
0,1
0,2
0,3
0,4
190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
Aallonpituus (nm)
El
lip
tis
yy
s 
 
Kuva 21. Laskukaavalla muunneltu CD-spektri 60 mTorrin primäärikuivauspaineella ja 
5?C/h sekundäärikuivauksen lämpötilan nostonopeudella kylmäkuivatusta IgG:sta.  
 
CD-spektrien antamien suhteellisten prosenttiosuuksien tarkastelu tuki Vermeer ym. 
(2000) tutkimusryhmän saamia tuloksia siltä osin, että + 25 ?C:essa mitatut 
kylmäkuivatut näytteet eivät suuresti poikenneet toisistaan.  Ne pysyivät muutaman 
prosentin sisällä, kylmäkuivausparametreistä riippumatta. Sekundäärikuivaus asetettiin 
päättymään +40 ?C:essa. Tämä lämpötila sai aikaan muutoksia IgG:n aggregaatiossa ja 
biologisessa aktiivisuudessa, mutta ei sen sekundäärisessä rakenteessa. Hawe ym. 
(2009) tulosten perusteella voimakkaalla lämpöstressillä on suurempi vaikutus IgG:n 
sekundääriseen rakenteeseen kun taas voimakas jäätymis-sulamisstressi –80 ?C:sta +25 
?C:eseen ei aiheuta sekundäärisiä rakennemuutoksia juuri lainkaan.  
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12. JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
TFF-suodatusta on vaikea optimoida johtuen monista muuttuvista parametreistä, jotka 
kaikki osaltaan vaikuttavat IgG:n aggregaatioon ja ELISA-aktiivisuuteen. Yhden 
parametrin muuttaminen ei välttämättä anna todenmukaista tietoa juuri tämän 
parametrin vaikutuksesta IgG:n stabiiliuteen sillä samanaikaisesti muut parametrit 
vaikuttavat siihen myös. Koesarjan aikana seurattiin polysorbaatti 20 ja 
suodatuspaineen vaikutuksia IgG:in ja todettiin, että näiden parametrien säätelyllä 
voidaan parantaa IgG:n suodatuksen aikaista kestävyyttä.  
 
Koesarjan aikana jouduttiin tekemään muutoksia, joilla oli varmasti oma vaikutuksensa 
saatujen tulosten luotettavuuteen. Tärkeä tieto saatiin IgG:n liuotusvaiheessa, 
magneettisekoittajan haitallinen vaikutus IgG:n biologiseen aktiivisuuteen sekä sen 
aiheuttama voimakas aggregoituminen oli yllättävä tieto mutta looginen 
aggregoitumisen syntymekanismeja lähemmin tarkasteltaessa.  
 
Tulokset ELISA-testeistä kertoivat selkeästä biologisen aktiivisuuden alenemisesta 
TFF-suodatuksen seurauksena. Millään parametreillä suoritettuna ELISA-testi ei 
tuottanut noin 80 %:a suurempia aktiivisuustuloksia. Suodatus tällaisenaan toteutettuna, 
kuten koesarjan aikana, ei tuota hyväksyttävää biologista aktiivisuutta suodatetulle 
IgG:lle. Myös DLS –mittaukset osoittivat suurta aggregaatiota.  
 
Suurimmat aggregaatit TFF-suodatuksen aikana muodostuivat DLS:n mukaan 
korkeassa 2 barin suodatuspaineessa, samoin suurimmat polydispersiteetti-indeksit 
havaittiin tässä paineessa. ELISA-testistä saadut tulokset kertoivat IgG:n biologisen 
aktiivisuuden olevan alhaisempaa 2 ja 0,5 barin paineissa. 1,25 barin paineessa TMP:n 
nousu estyi, tällä oli positiivinen vaikutus biologiseen aktiivisuuteen. Syyn 
selvittäminen vaatii jatkotutkimuksia sellaisella TFF-laitteistolla, jolla kyetään 
monitoroimaan myös filtraattikanavan puoleisen paineen muutoksia suodatuksen 
edetessä.  
 
 76 
 
  
Pinta-aktiivisen aineen, polysorbaatti 20, käyttö apuaineena suojasi IgG:a suodatuksien 
aikana. Korkeassa 2 barin paineessa sekä alhaisessa 0,5 barin paineessa suojavaikutus 
oli pienempi kuin 1,25 barin paineessa, jossa muodostuneiden aggregaattien keskikoko 
oli pienin ja ELISA-aktiivisuus suurin. Äärimmäiset paineolosuhteet muodostavat jo 
yksistään suuren mekaanisen stressitekijän IgG:lle, joka näkyi ilman polysorbaattia 
olevissa suodatuksissa suurempana aggregaationa ja alhaisempana ELISA-
aktiivisuutena. Polysorbaatti 20 ei kyennyt suojavaikutuksellaan eliminoimaan 
äärimmäisten paineolosuhteiden haitallista vaikutusta IgG:in. Tästä johtopäätöksenä 
suodatuksen aikaisia olosuhteita valittaessa tulisi käytettävän ulkoisen paineen suuruus 
tarkoin harkita, sillä liian suuret paineolosuhteet vahingoittavat IgG:a. Tällöin edes 
suojaavan apuaineen lisäys ei auta.  
 
Kylmäkuivauskoesarja osoitti trehaloosin IgG:a suojaavan vaikutuksen asetetuista 
parametreistä huolimatta, tehdyt analyysit osoittivat selkeän eron ei-trehaloosia ja 
trehaloosia sisältävien näytteiden välillä. Aggregoituminen oli vähäisempää trehaloosia 
sisältävissä näytteissä, samoin niiden biologinen aktiivisuus ELISA-testissä oli 
suurempaa. Myös visuaalinen tarkastelu tuki tätä päätelmää, trehaloosia sisältävät 
näytteet olivat kylmäkuivauksen jälkeen mekaanisesti lujempia ja uudelleenliuotettuina 
kirkkaampia. Ilman trehaloosin suojavaikutusta aggregaattien muodostuminen on 
spontaania ja kontrolloimatonta ja tuottaa hyvin erikokoisia aggregaatteja mitkä 
näkyivät jo visuaalisessa tarkastelussa. 
 
Alhaisessa 20 mTorr:n primäärikuivauspaineessa tehty kylmäkuivaus oli yllättäen 
IgG:n aggregoitumisen ja biologisen aktiivisuuden kannalta haitallisin, ennakko-
odotuksista poiketen. Korkeammat paineolosuhteet (60mTorr, 100mTorr) olivat IgG:n 
prosessikestävyyden kannalta suotuisampia, tämä oli havaittavissa sekundäärisestä 
kuivauslämpötilan nostonopeudesta riippumatta. 100mTorr:n primäärikuivauspaine 
aiheutti visuaalisesti nähtävän kollapsin trehaloosia sisältävissä näytteissä, mikä ei 
herätä luottamusta lääkkeen käyttäjässä. Jatkotutkimukset ovat kuitenkin tarpeen näiden 
ilmiön taustojen ja syyn selvittämiseksi, sillä tutkimuksia kylmän aiheuttamasta IgG:n 
denaturoitumisesta ei kirjallisuudesta juuri löytynyt. Mitkä ovat näiden ilmiöiden 
vaikutus IgG:n pitkäaikaiseen säilyvyyteen, olisi myös yksi jatkotutkimuksen aihe. 
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Sekundäärikuivauslämpötilan nostonopeus  havaittiin myös merkitykselliseksi IgG:n 
prosessinaikaisen kestävyyden kannalta. Alhainen nostonopeus aiheutti vähemmän 
aggregaatiota ja biologisen aktiivisuuden menetystä kylmäkuivatuissa IgG-näytteissä.  
Erot suurempiin lämpötilan nostonopeuksiin osoittautuivat selkeiksi ja 
johdonmukaisiksi tarkasteltaessa IgG:n aggregoitumista ja partikkelien 
keskikokomuutoksia, biologisen aktiivisuuden muutokset olivat pienempiä. Ilmiön 
taustojen selvittäminen vaatii jatkotutkimuksia, ovatko erot suurempien ja alhaisten 
lämpötilojen nostonopeuksien välillä merkittäviä, mistä nämä eroavaisuudet johtuvat ja 
mikä on erojen merkitys IgG:n kylmäkuivauskestävyyden kannalta. 
 
CD:stä saadut tulokset ja niiden muuttaminen K2D2-tietokoneohjelmalla kertoivat, että 
IgG:n sekundäärinen rakenne ei juurikaan muuttunut kylmäkuivauksen aikana 
asetetuista parametreistä riippumatta. Joko CD:n herkkyys ei riitä havaitsemaan 
kylmäkuivauksen rakenteellisia muutoksia tai sitten kylmäkuivaus on IgG:lle 
hellävarainen prosessi eikä rakenteellisia muutoksia tapahdu. Tämä vaatii 
lisätutkimuksia. Oman tutkimuksen mukaan CD ei ole tarpeeksi herkkä havaitsemaan 
IgG:n sekundäärisiä rakennemuutoksia kylmäkuivauksen jälkeen. Tätä johtopäätöstä 
tukee muutokset ELISA-testien antamissa aktiivisuustuloksissa, yleensä rakenteellisten 
muutosten seurauksena myös biologinen aktiivisuus muuttuu. 
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